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Uber die Ausscheidung des Isatosiureanhydrids 
Seite Von 


163 F. Bohm 














(Aus dem Laboratorium der Lungenheilstiitte der Pensionsanstalt der Privatangestellten 
in Neu Schmecks, Slowakei) 


173 (Der Schriftleitung zugegangen am 21. Oktober 1940) 


188 Das Isatosiureanhydrid (II) kann als Oxydationsprodukt des 
Isatins (I) betrachtet werden und wurde erstmalig von Kolbe’) 
durch Chromsiureoxydation des Isatins erhalten. Es handelt 

201 Bsich um eine Ringerweiterung des Isatins durch Sauerstoffeintritt: 


‘ CO 


Auf Grund seines Entstehens kann man das Isatosiure- 
anhydrid als Anhydridderivat der Anthranil-N-carbonsiure auf- 
assen, aus dem es durch Wasseraustritt entstand. Der Stoff kann 
aber auf Grund seiner Formel auch als ein Metoxazinderivat (III) 

















fen, (@aufgefaBt werden, und zwar als ein 2,6-Dioxo-4,5-benzometoxazin- 
fen, ecibydrid. 
iften Ks ist von Interesse darauf hinzuweisen, daf fiir diese Ver- 





bindungen die Neigung besteht, den Metoxazinring zu 6finen, 
wobei die Bindung des zwischen den beiden Heteroatomen stehenden 
(-Atoms entweder zum N oder O-Atom gesprengt wird’). 

Das Isatosiureanhydrid ist in gewédhnlichen Lésungsmitteln 
schwer léslich, lést sich aber in Aceton, aus dem es umkrystallisiert 
werden kann. AuBerdem lost sich der Stoff in verdiinnten Alkalien. 
Beim Liésen in Aquivalenter Menge NaOH bei 0° kann es nach 
Ansiuern wieder unverindert abgeschieden werden. Beim Lésen in 
iberschiissiger Lauge tritt aber Ringsprengung ein, iiber die 
Lactimform der Isatosiiure bildet sich wohl das Natriumsalz der 
lsatosiure, das beim Ansiiuern in CO, und Anthranilsiure zer- 
fallt. Nebenbei soll sich auch Anthranoylanthranilsiure bilden. 

In den zu beschreibenden Versuchen kam das Isatosiiure- 
anhydrid entweder in wiBriger Suspension oder in natronalkalischer 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 267 12 
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Lésung zur Verwendung. Zuerst wurde es in der erstlich ap.} 


gegebenen Form an Kaninchen mittels eines Katheters yer. 


abreicht. Da die Suspension aber den Katheter sehr leich f 
verstopfte, wurde der Stoff spiiter nur in natronalkalischer Lisuny f 
verwendet. Dabei wurde auf das streng Aquivalente Verhiiltni; | 


des Stoffes und der Lauge peinlichst geachtet, das Gemisch stan( 
bis zur erfolgten Lésung bei 0°. Es soll aber hier ausdriicklichst 


darauf hingewiesen werden, daB die oben angefiihrten Vera). 
reichungsmodi im Ablauf der Versuche weder einen qualitative, 
“Kan 


noch einen quantitativen Unterschied erkennen lieBen, es wurden 
dieselben Beobachtungen gemacht, ob nun das Isatosiureanhydrii 
in Suspension oder in alkalischer Lisung gegeben wurde. 


Das Isatosiiureanhydrid wurde von der Firma Heyl & Co. in Berlin. 


bestimmungsapparat einen Schmelzpunkt von 232—233°. 
2,929 mg Subst.: 0,224 cem N (23,5°, 756 mm). 
Gef. N 8,76 Ber. N 8,58. 


Die Kaninchen, die mit 300 g Kraut und 400 g Riiben er. f 


| schet 
Kani 
‘Filtr: 
das 

| 25 ec 
| gemé 
satth 
| Firb: 

Obe 

| Exto1 


nihrt wurden, schieden innerhalb der ersten vier Stunden nach 
der Verabreichung einen meist triiben Urin aus, aus dem sich 
ein kanariengelber bis citronengelber Niederschlag abschied, 
Dieser wurde abfiltriert, seine weitere Untersuchung wird unten be. 


sprochen werden. Nach dem Filtrieren wurde der 24-Stundenurin f 


gesammelt und auf eine Vermehrung der Ksterschwefelsiure. 
ausscheidung untersucht. Wie aus der Tab. I hervorgeht, ist die 
Vermehrung der Esterschwefelsiuren im Urin nach Verabreichung 
des Stoffes keine konstant beobachtbare Erscheinung. 
Wihrend des Filtrierens und beim Stehen firbten sich die 
Urine dunkelbraun bis undurchsichtig, in einigen Fallen schied 
sich an der Oberfliche ein feines blauschillerndes Hautchen ab. 
Da hier Indigo vermutet wurde, wurden die Urine auf Indoxy! 
bzw. Indican untersucht. Wie aus der Tab, II hervorgeht, trit 
nach Verfiitterung von Isatosiiureanhydrid: eine eindeutige Ver 
mehrung der Indoxylausscheidung auf, die in einigen Fallen auch 
iiber 48 Stunden anhielt. Die Vermehrung des Harnindoxy!s 


wurde sowohl mit der Obermeyerschen Reaktion als auch mit 


der Rose-Extonreaktion festgestellt. 

Die Harnindoxylvermehrung wurde auch in den oben ail 
sezeigten Fallen festgestellt, bei denen nach der Verabreichung des 
Isatosiureanhydrids keine Vermehrung der Esterschwefelsiure- 
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Tabelle I 
Isatosiure- Sulfatschwefel Esterschwefel 
anbydrid 
Kaninchen ee 44 0,1765 0,0051 
hi 0,1853 0,0059 
om s 0,2173 0,0143 
0,0648 0,0010 
Kaninchen Il. . . 0,2347 0,0095 
Ike 0,3286 0,0102 
—s 0,3025 0,0100 
0,3424 0,0090 
Kaninchen II]. . . 0),2676 0),0026 
2,0 ¢ 0,1954 0,0107 
0),2567 0,0045 
PKaninchen IV. . . 0),2900 0,0107 
q 2,0 ¢ 0,2034 0,0096 
0,3522 0,0051 











In der folgenden Tab. II wurde auch das Ergebnis der Obermeyer- 


'schen Reaktion vermerkt. Fallt man 20 ecem Urin der wie oben erniihrten 
“Kaninchen mit 2 cem Bleiessig und versetzt man 10 cem des gewonnenen 
Filtrates mit 10 cem Obermeyer-Reagens und 5 eem Chloroform, so bleibt 
das letztere nach dem Ausschiitteln farblos. Die Versuche wurden in 
/ 25 cem-Rundzylindern mit eingeschliffenen Stopfen, Durchmesser 20 mm, 
‘gemacht. Eine deutliche lichte Blaufirbung wurde mit +, eine schiéne 
“sattblaue Farbe mit ++, eine tiefdunkelblaue bis undurchsichtig blaue 
|Firbung mit +++ bezeichnet. Auf eine zahlenmibige Auswertung der 
Obermeyerschen Reaktion neben der quantitativen Verwertung der Rose- 
Extonreaktion wurde verzichtet. 


Die Urine wurden nunmebr bis zur positiven Kongoreaktion 


‘mit Schwefelsiiure angesiuert und mit Ather 30 Stunden extra- 
‘hiert. Der Ather zeigte eine schéne blauviolette Fluorescenz. 
Nach dem Verjagen des Athers blieb eine braune Krystallmasse 
'zuriick, die einige Male aus Wasser umkrystallisiert und schlieb- 
‘lich sublimiert wurde. Die erhaltenen blendend weiBen Krystalle 
‘schmolzen bei 145°, ihre wiBrige Lésung fluorescierte blau und 
‘Yeagierte sauer, mit einer konzentrierten Kupfersulfatlésung ent- 
“stand ein Niederschlag. Es handelt sich demnach um die Aus- 
Scheidung von Anthranilsiure (NH,-C,H,-COOH), nach 30 g Isato- 
/Sdureanhydrid 2,8 g = 11,1°/, d. Th. 


Nun blieb noch die Verarbeitung des Niederschlages, der sich 


| aus den Urinen innerhalb der ersten 4 Stunden nach der Ver- 
‘titterung des Isatosiureanhydrids abschied. Der auf dem Filter 


12* 
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1 a 
Tabelle II bau 
> enetag aap ee, 
oe pee oaveni —_ i ndicanausscheidung in mg 
chen 8C! el ung : : ‘ | = ; 1 
— in mg in mg nach 24 Std. | nach 48 Std. | n. 72 St, fF une 
| aii | salz 

1 5,40 10018 | 32 +++ 5,96  Zeic 

2 4,24 1000,3 17,4 ++ 6,2 

} 3,68 1000,9 14,25 + 4,74 

| 4,73 1000,6 19,9 + + 0,64 

5 5,4 2000,0 | 386 +++ 7,7 

6 3,8 2001,3 25,9 +44 5,3 

7. 3,8 2001 21,5 ++ 11,7 + | 13,1 + 

8. 3,9 2000,5 37,6 +++ 10,8 + 38 

9 4,1 2003,7 18,2 +--+ + 6,6 | 

10. 3,2 2002,9 25,0 +++ 2,7 

11. 2,4 3001,6 228+-++ ), 151++ 4,4 

12 1,4 2002,8 201++ | 7,4 : F best 

13 1,8 2002,4 19,1 + + 3.2 | 

14 3,7 2001.6 | 366+++4 91 4 | 35 fpmut 

15. 6,1 2001,0 | 31,7 ++4 5,8 | : 

16. 3] 2500,4 SB te eh 15,6++ | 33 [iinac 

By. 41 2500,2 26,0 +++ 13,2 + | 5,0 ¥ 

18. 2,5 20048 | 229++4 6,6 | j eine 

19, 4,4 3001,6 | 22,8 ++ 35+ | 34 hat 

20. 3,8 3000,7 | 3344+++ | 1234+ | 21 Fe 
21. 2,2 2501,2 27,2 ++ 10,0 + | 3] 
22 3,8 3002,9 35,4 ++ 4+ 19,9 + + 49 

23 1,3 2001,1 AG H+ + 10,1 + | 25 > oelb 

a! 

; sint 
gesammelte Niederschlag wurde bei ma&Biger Wirme getrocknet& Kry 
und die trocknen Filter im Soxhletapparat erschépfend mit Ather® das 
extrahiert. Der Ather wurde am Wasserbad verjagt, der Riick-& kur; 
stand in méglichst wenig kochendem Athanol gelést und die™ eini 
alkoholische Lésung nach Erkalten in die 10 fache Menge Wasser stan 
geschiittet, worauf eine milchige Triibung entstand. Nach einigen & ever 
Stehen schied sich ein prichtig schwefel- bis pikrinsiuregelber — schi 
flockiger Niederschlag ab, der sich leicht filtrieren lieB. Nach und 
griindlichem Auswaschen des Filters mit Wasser wurde diese fein 
samt dem Niederschlag bei 40° getrocknet. Die Substanz erwiesJ% Nad 
sich unter dem Mikroskop aus verfilzten Nadeln bestehend, se 
begann im Mikroschmelzpunktbestimmungsapparat bei 115° 1 frih 
sublimieren und schmolz unscharf bei 161—163°, 

Die itherische Lisung des Stoffes zeigte eine priichty 
violettblaue Fluorescenz; ein mit der Lésung benetzter Filter 
streifen, der im gewoéhnlichen Lichte fast farblos erschien, fluores & 
zierte im U.V.-Lichte schén sattgelb. Der Stoff ist in Wasser des: 
fast unldslich, lést sich in Ather, Methanol, Athanol und Essig-& gee 
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E siure, die Lésungen in ‘den ersteren Liésungsmittel reagieren 
‘neutral. Die alkoholische Lésung fluoresciert nur im U.V.-Licht, 


































ng _ Die Schmelzprobe nach Feigl mit wasserfreiem Zinkchlorid 
72 Stq [und Fluorescinchlorid und das Lésen des Schmelzproduktes in 
'salzsiurehaltigem Alkohol ergab eine prachtige sattrote Farbe, ein 
‘Zeichen, daB ein aromatisches Amin oder Amid vorliegt®). 
1,993 mg Subst.: 0,186 cem N (22,5°, 756 mm). 
Gef. N 10,83 — 
ee Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 
a3) OE 0,212 mg in 3,993 mg Kampher: 7,94° = 269 Mol.-Gew. 


0,202 mg in 2,874 mg ss 10,1° = 279 ‘i 


44 Die nicht gut stimmenden Werte der Molekulargewichts- 
bestimmung und der unscharfe Schmelzpunkt legten aber die Ver- 
»- (fe mutung nahe, daB die Substanz noch nicht ganz rein sein kénnte. 
| Da aber die weitere Reinigung bei der geringen Ausbeute 
‘(nach Verfiitterung von 30 g Isatosiureanhydrid rund 1 g!) und 
‘eine weitere Identifizierung auBerhalb meiner Méglichkeiten lag, 
‘bat ich Prof. Dr. G. Heller-Leipzig, diese zu iibernehmen. Er 
| berichtete mir nach AbschlvB seiner Untersuchungen: 
,Vie mir von Dr. F. Béhm iibergebene Stoffprobe ist ein 
gelbes Pulver, das gegen 161° schmilzt, aber schon bei 150° stark 
'sintert, woraus sich Uneinheitlichkeit ergab, was auch durch 
ocknet & Krystallisationsversuche bestiitigt wurde. Zur Reinigung wurde 
Atherf® das Pulver 1—2 mal mit der etwa 8 fachen Menge Methanol 
Riick-&% kurze Zeit auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt und jedesmal 
1d die einige Stunden stehen gelassen, wobei die zm Teil geléste Sub- 
Nasser stanz wieder krystallinisch sich abschied. Nach dem ersten, 
inigen  eventuell zweiten Filtrieren war der Schmelzpunkt merklich 
gelber % schirfer und auf 167° erhéht. Durch Lésen in heiBem Methanol 
Nach und fraktioniertes Auskrystallisieren wurde die Verbindung in 
dieser F feinen hellgelben Krystallen erhalten, die aus mikroskopisch kleinen 
erwiesf® Nadeln bestehen und denselben Schmelzp. 167° zeigen. 
d, sie ; Die Verbindung erwies sich als identisch mit dem mir von 
5° 29% friher bekannten Anthranoyl-anthranilsiure-O-anhydrid: 


~ 


~ J £55 KR £:e 
DO = GO DOS GO 
° a ell 
= ee > 


~ 
—t 


cht = —~/2V fugly 
‘i]ter- a | | és oder | (3 ‘ ’ 
10res- ” + 


‘asst! dessen Schmelzpunkt von den ersten Darstellern’) zu 162° an- 
ussit  geceben wurde), 
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Zur weiteren Charakterisierung wurde die Substanz durch 
Krwarmen mit verdiinnter Natronlauge in Liésung gebracht, woray/ 


i 
A 


beim Stehen ein Salz auskrystallisierte. Die aus dessen Lésune § 
mit Essigsiure abgeschiedene Saure zeigte nach dem Umkrystallj. 
sieren aus verdiinntem Alkohol den Schmelzp. 203° (Mischschmel; f 
punkt!) und die KEigenschaften der zuerst von Anschiit,§ 
Schmidt und Greiffenberg®) erhaltenen Anthranoyl-anthranil. § 


saure: ” . 
om H,N ee 
| | 


0S 


Mohr und Kéhler’) haben schon gefunden, daB bei der Dar.f 
stellung der Isatosiure aus Phthalimid mit Alkali und Natriun. § 
hypochlorit unter Umstiinden ziemlich groBe Mengen der Anthro. 
noylanthranilsiure entstehen und erkliren das so, daB die Isato. § 
siure zum Teil durch das Alkali Kohlensiure und Anthranilsiiur § 
bildet, worauf letztere mit unveriinderter Isatosiure zur Anthranoyl- 
anthranilsiiure zusammentritt. Diese wird auch bei der Dar f 
stellung von Anthranilsiure nach DRP. 55988 8) sowie durch Kon. § 


densierungsreaktionen®) erhalten. 


Das O-Anhydrid wurde aus der Anthranoylanthranilsiur : 
durch Erhitzen mit Thionylchlorid von Schroeter und Kislebif 


erhalten, ferner von denselben in weniger durchsichtiger Reaktion 
aus Dibenzolsulfondianthranilid beim Stehen mit konzentrierter 
Schwefelsiure. Von L. Anschiitz und Boedeker ist das O-At- 
hydrid auch aus Natriumanthranilat und Thionylchlorid gewonnen 
worden. 

Kine Anhydrisierung unter ihnlichen Bedingungen wie im 
Tierkérper ist aber bisher nicht beobachtet worden. Auf andere 
Substanzen wurde bei der geringen zur Untersuchung stehenden 
Probe nicht geprift. 


Analyse des O-Anhydrides: 
3,833, 3,710 mg Subst.: 0,372 (22°, 750mm), 0,363 (21°, 750 mm) cem}. 
Fiir C,,H,,O.N, Ber. N 11,76 


CuO. + '/,CH,O ,,  ,, 11,02 
Get, , 11358, 11,21. 


Die Substanz scheint ein halbes Mol Methanol zu enthalten: § 
iiber die Verbindung kann aber nach meinen Befund beziiglich 
des Mischschmelzpunktes der Anthranoylathranilsiiure kein Zweifel 
bestehen.“ 
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Uber die Ausscheidung des Isatosiureanhydrids 


Der aus dem Urin isolierte Stoff ist demnach als Anthranoyl- 
Ich mu8 mich 


gniigen, ohne die Ausscheidung der 3 beobachteten Ausscheidungs- 
produkte unter einem einheitlichen Gesichtspunkt zusammenfassen 
oder erkliiren zu kénnen. Lediglich die Ausscheidung der An- 
thranilsiiure kénnte als erwartet bezeichnet werden, insbesondere 
dann, wenn man sich der oben erwihnten Kigenschaft der Me- 


| toxazinabkémmlinge erinnert, beim C, leicht die Ringsprengung 
 erleiden zu kénnen, 


Falls sich dabei C, zum Sauerstoffatom 
schliigt, ist eine Kirzung der Seitenkette und Entstehung der 


r Dar. } COOH-gruppe und die Ausbildung der Aminogruppe leicht ver- 


triun. 
nthra. 
Isato. F 
‘Isiiure § Oder irgend welcher Zwischenstufen des Abbaus Isatosiiureanhydrid 
| zur Anthranilsiiure und 2. die Bildung eines Saiureanhydrids. 


 stiindlich, Die Entstehung des Anthranoyl-anthranilsiure-anhydrids 
_ bleibt ein Kuriosum; in ihm kommen zwei auffillige Reaktionen 


zum Ausdruck: 1. die Kondensation zweier Molekiile Anthranilsaiure 


Zur Kondensation in vitro ist iiberschiissige Lauge notwendig. 
Die alkalische Reaktion des nativen Kaninchenharns geniigt nicht; 
hiervon habe ich mich noch besonders iiberzeugt. 1. 1,5 g Isato- 
siureanhydrid wurden mit 300 ccm nativem alkalischem Kaninchen- 


 harn 7 Stunden bei 39° unter hiiufigem Umriihren stehen gelassen. 


Es konnte weder das Auftreten des gelben Stoffs noch nach An- 
siuern und Atherextraktion Anthranilsiiure festgestellt werden. 
2. 1,3 g des Anhydrids wurden in Aquivalenter Menge NaOH 
gelést und wie in den Fiitterungsversuchen iiber Nacht bei 0° 
stehen gelassen. Dann wurde die farblose Lésung mit 300 ccm 
nativem alkalischem Kaninchenharn versetzt, auf 38° erwirmt 
und 7 Stunden bei 39° unter hiufigem Umschiitteln gehalten. 
Das gelbe Anhydrid war auch nicht spurenweise nachzuweisen; 
erst nach weiterem 48 stiindigem Stehen war eine sehr geringe 
Menge Anthranilsiure, kenntlich an ihrem blauen Fluorescenz- 
schimmer, entstanden. Im Tierkérper und nicht erst im Harn 
miissen sich daher die 2 Molekiile zur Kondensation getroften 
haben. Dies erinnert®) an den Ubergang von Antipyrin in Rubazon- 
siure. 

Ob die méglicherweise wie oben angedeutet gebildete Anthra- 
nilsiure mit dem noch unverinderten Isatosiiureanhydrid unter 
primirer Bildung des O-Anhydrids der Anthranoyl-anthranilsiure 
reagiert oder ob zuerst die Siure gebildet wird, bleibt noch zu 
entscheiden. In vitro konnte beim EKinwirken der 2 Substanzen 
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nur die Bildung der Saure beobachtet werden; die Anhydrisierung i 


kam nur unter bestimmten ganz anderen Bedingungen zustande. 


als sie dem Tierkérper zur Verfiigung stehen. Meines Wissen; 


ist eine O-Anhydridbildung im Tierkérper noch nicht beobachtet § 


worden. Zu beachten ist, daB hier das O-Anhydrid weit schwere; 
léslich ist wie die entsprechende Saure. 


Die Mehrbildung von Indoxy! ist nicht nach unserem friihe 
angegebenen Schema!®) zu erkliren, da ja in der nach erfolgter § 


Ringsprengung im entstehenden Indoxyl zur f-Stelle werdenden 
CO-Gruppe ein Sauerstoff angegliedert ist und es zur Zeit villig 
ungeklirt ist, wie dieses Sauerstoffatom mit einer CH,- oder CH- 
Gruppe ausgetauscht werden soll. Lediglich soviel kann festgestellt 
werden, daB die fiir eine Indoxylbildung notwendige Gruppierung 


C,H Reo im Isatosiiureanhydrid schon vorgebildet ist. 


Uber weitere Beobachtungen iiber dieses Problem wird ge. 
gebenenfalls berichtet werden. 
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Priifung von Leprotin auf Provitamin A-Wirkung 
Von 
Yoshiharu Takeda und Tatuo Ohta 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Kaiserlichen Universitit 
Taihoku, Formosa, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1940) 


In der vorigen Abhandlung!) haben wir als Resultat eines 


| Vorversuches vorliufig berichtet, daB Leprotin (207 pro Tag) Heil- 
'wirkung gegeniiber der hochgradigen Xeromalacie bei Vitamin A- 
| frei ernihrten Ratten gezeigt hat. Wir haben nun weitere syste- 
-matische Versuche iiber die Provitamin-Wirkung des Leprotins 
mit einem’ hoch gereinigten Priparat ausgefiihrt. 


Zu unseren Untersuchungen diente folgendes vitaminfreies 


| Nahrstoffgemisch: 7,5 g Biffelfleisch, 7,5 g¢ Casein, 65g Starke und 
- 15g Olivenél. Das fettarme Biiffelfleisch wurde zunichst zerkleinert 
/ und mit Wasser im Autoklaven 1 Stunde lang gekocht, abgesaugt, 
| getrocknet, dann gepulvert und 3 mal je 10 Stunden mit 94°/,igem 


Alkohol in der Hitze extrahiert. Nach dem Absaugen wurde er- 


schipfend mit Ather im Soxhlet extrahiert, dann abgesaugt und 
_ getrocknet. Das Casein (Kahlbaum nach Hammarsten) wurde 
| 6 Stunden lang in flachen Schalen auf 110° erhitzt. Als Starke 


diente Reisstiirke, die wie das Biiffelfleisch behandelt wurde. Das 
Olivenél wurde unter Durchliiftung 20 Stunden bei 110° gehalten. 


| Als Salzgemisch wurde Nr.185 von McCollum und Davis (durch 
| Spuren KJ erginzt) verwendet; als Vitamin B-Komplex wurden 
dg Oryzanin (Liquor) zum Nahrungsgemisch hinzugefiigt. 


Junge wachsende Ratten im Anfangsgewicht von ungefahr 25 ¢ 


| wurden fiir die Versuche herangezogen, in Einzelkiifigen aus Draht 
| gehalten und mit der oben beschriebenen Vitamin A-freien Diit 
| getiittert. AuBerden erhielten die Tiere je 2 klin. KE. Vigantol pro 
_ Woche. Die Ratten wuchsen ungefahr 35—40 Tage langsam fort 
| und zeigten dann ein Kiérpergewicht von 50—55g. Danach stockte 


'. Y. Takeda u. T. Ohta, Diese Z. 258, 6 (1939). 
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das Wachstum und die Erscheinungen des Vitamin A- Mangels, 
Gewichtsverlust sowie die ersten Zeichen der Xerophthalmie, trate, 


ein. Es wurden dann 3 Gruppen von je 2 Tieren gebildet; tiiglich f 


wurde die zu priifende Dosis des Leprotins (10, 20 und 30,7 pm 
Ratte) jeder Tiergruppe verabreicht. Das in einem Gemisch vo 
Palmitinsiiure- und Stearinsiure-ester geléste Leprotin wurde de 

| Tieren zwangsmiBig mittels einer 
Friftungvonteprotin auf FrovitaminA  Pinette oral verabfolgt. Die Kor. 
197 zentration fiir quantitative Ver. 
abreichung wurde dabei so aw. 
sewihlt, daB die verabreichte 
Menge 0,1 ccm betrug. Bei Zn. 
gabe von 30y war die verabreichte 
Nc72 Menge 0,15 ccm. 

Das gebrauchte Leprotin war 
hochgereinigtes Priiparat, das aus 
rohem Leprotin durch 3malige Un- 
krystallisation mit jedesmaliger 
Chromatographierung an Al, 0, ge- 
reinigt wurde, um die Beimischung 
von anderen Carotinoiden, vor 
allem von #-Carotin, zu vermeiden. 

Der Versuchsverlauf wurde 
in tiblicher Weise in Form you 
Gewichtskurven der Ratten aul 
gezeichnet, und diese sind in der 
Figur wiedergegeben. Wie aus 
den Kurven abzulesen ist, nahmeu 
im vorliegenden Versuch die ‘Tiere 
jeder Gruppe an Kérpergewicht allmahlich ab, starben innerhal) 
von 9—23 Tagen an Vitamin A-Mangel und zeigten nie Besserun; 
der Xerophthalmie. Nach diesen Ergebnissen ist es héchst wabtr- 
scheinlich, daB das Leprotin nicht als ProvitaminA zu wirket 
vermag, obgleich es wiinschenswert erscheint, es an noch zabl- 
reicheren Tieren zu priifen. 




















Der Nippon-Gakuzyutu-Sinkokwai (Japanische Gesellschaft 2 
Férderung der Naturwissenschaften) sind wir fiir ihre Unterstiitzung zu bestem 
Dank verpflichtet. 
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1 dioxyd abgebaut?). Ihr Abbau scheint auf die Leber beschrankt 


| Abbau der p-Oxyphenylbrenztraubensaéure und Leberfunktion 


Von 


K. Felix und R. Teske 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitét Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1940) 


p-Oxyphenylbrenztraubensiure entsteht beim Abbau des d(-+-)- 
Tyrosins in der Niere und in der Leber, wird aber in letzterer 
leich weiter zu 1 Molekiil Acetessigsiiure und 2 Molekiilen Kohlen- 


und eine spezifische Leistung derselben zu sein. Von der Niere 


| wird sie jedenfalls nicht angegriffen. Es liegt daher nahe, sie als 
' Test fiir die Leberfunktion zu verwenden. 


In fritheren Versuchen hatte sich bereits gezeigt, dab d,l-Ty- 


rosin von leberkranken Menschen weniger leicht verwertet wird 
als von Lebergesunden?). Damals wurde die Millonsche Reaktion 


des Harns und ihre BeeinfluBbarkeit durch Zufuhr von Tyrosin 
untersucht. Fast jeder Harn gibt die Reaktion und ihre Intensitit 


- nimmtzu, wenn Tyrosin besonders in seiner d,l-Form aufgenommen 


wird. Es sind zwei Gruppen von Substanzen, welche die Farben- 
reaktion verursachen, wasserlisliche und atherlisliche. Die wasser- 
léslichen sind wohl vorwiegend unverdndertes Tyrosin, die ather- 
léslichen verschiedene Phenolderivate und unter ihnen wahrschein- 
lich auch p-Oxyphenylbrenztraubensiure. 

Bei Kaninchen, welche das iibliche Futter erhalten, wechselt 
ie Intensitat der Millonschen Reaktion von Tier zu Tier. In 
unseren Versuchen an etwa 3 kg schweren Tieren entsprach sie 
17—63 mg p-Oxyphenylbrenztraubensiure in 24Stunden. Wurden 
ihnen 0,3—0,5 g der Ketosiiure mit der Schlundsonde gegeben, 
so stieg die Farbreaktion in dem anschlieBend ausgeschiedenen 
Harn auf 50—200 mg p-Oxyphenylbrenztraubensiure an. Meistens 
sank sie einen T'ag spiiter wieder auf den Ausgangswert ab und 
blieb nur selten 2 Tage lang hoch. Um zu berechnen wieviel 
von der eingegebenen Menge wieder ausgeschieden wurde, haben 
wir aus den Vor- und Nachtagen das Mittel genommen und von 
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dem Ergebnis des oder der Versuchstage abgezogen. Je nach 
den Kaninchen erschienen 7—37°/, der eingegebenen p-Oxypheny). 
brenztraubensiure wieder im Harn. 

Auch unter den Menschen bestehen ziemliche Unterschiede 
in der Millonreaktion des Harns. In den oben erwihnten friiherey 
Versuchen lag sie zwischen 90 und 120 mg Tyrosin pro Tag. 
Bei Angehérigen des Instituts fanden wir jetzt als niederstey 
Wert 17 und als héchsten 139 mg p-Oxyphenylbrenztraubensiure, 
das Mittel lag bei 58 mg. Hin und wieder war auch in eine 
Tagesportion die Reaktion negativ. Diesmal bestimmten wir noch 
regelmaBig den atherléslichen Anteil. Er bewegte sich in etwas 
engeren Grenzen, zwischen 9 und 76 mg_ p-Oxyphenylbrenz. 
traubensaure. 

Wenn normalen Menschen 2—5 g p-Oxyphenylbrenztrauben. 
siure zugefihrt wurden, so stieg die Millonsche Reaktion nicht 
oder nur wenig an, im wesentlichen nur die itherlésliche Frak. 
tion. Im Hoéchstfall wurden etwa 7°/, der verabreichten Menge 
wieder ausgeschieden. 2g p-Oxyphenylbrenztraubensiiure scheinen 
von einem Menschen mit gesunder Leber ohne weiteres bewiilltigt 
zu werden. In diesen Versuchen blieb der Millonwert ebenfalls 
nur 1 Tag lang hoch und fiel am 2. Tag nach der Kingabe wieder 
auf den Normalwert zuriick. 

Wir haben die Versuche an Patienten der hiesigen Klinik, 
bei denen keine Leberschidigung nachzuweisen war, wiederholt 
und dabei erfahren, daB die Zusammensetzung der Nahrung einen 
Hinflu8 auf den Ausfall der Reaktion hat. Einer der Patienten 
bekam zufillig, bevor ihm die p-Oxyphenylbrenztraubensiure ge- 
geben wurde, mit seiner Kost WeiBkiise. An sich lag der Millon- 
wert noch im normalen Bereich. Auf Zufuhr von 5 g Saure stieg 
er ganz auBergewohnlich an. Mit demselben Patienten haben wir 
den Versuch ohne WeiBkise wiederholt und ein ganz normales 
Verhalten gefunden. Von da ab wurden die Versuchspersonen 
fir 6—7 Tage auf eine eiweifarme Kost gesetzt, die Millon 
reaktion tiglich bestimmt und in mg p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure ausgedriickt. Die ersten 3 Tage dienten als Vorperiode 
und die letzten 2 Tage stellten die Nachperiode dar. Auch unter 
diesen Bedingungen schwankte die Intensitit der Farbreaktion 
noch, wofiir die Ursache sicherlich zum Teil darin zu suchen ist, 
daB es sehr schwer ist, den Harn innerhalb eines Tages wirklich 
quantitativ zu sammeln. Hier war der niedrigste Wert 26 mg und 
der héchste 361 mg p-Oxyphenylbrenztraubensiure in 24 Stunden. 
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Die hohen Werte wurden bei Niereninsuffizienz gefunden. Bei 
‘der engen Beziehung, die im Stoffwechsel zwischen diesen beiden 
: Organen besteht, scheint es nicht ausgeschlossen, daB die Leber 
| in Mitleidenschaft gezogen worden ist. Ferner kam es manchmal 
‘yor, daB auf einen Tag mit niedrigem Millonwert einer mit hohem 
‘folgte und umgekehrt. Von der eingegebenen Menge wurden 
jedoch nicht mehr als 13°/, ausgeschieden. 


Patienten mit kranker Leber schieden mehr Millonsubstanzen 


aus, meistens zwischen 90 und 380 mg p-Oxyphenylbrenztrauben- 
‘siure pro Tag. Nur in einem Fall wurde an einem Tag weniger 
"(24 mg) ausgeschieden. Wurden solchen Patienten 2—5 g p-Oxy- 
_ phenylbrenztraubensiure gegeben, so nahm die Intensitaét der 
| Millonreaktion ihres Harnes weit iiber die normale Schwankungs- 
'breite hinaus zu. Der Anstieg betrug 17—121°/, der aufgenom- 
'menen Menge. DaB hier in einem Fall mehr Millonsubstanzen 
'ausgeschieden wurden, als p-Oxyphenylbrenztraubensiure auf- 
-genommen worden war, kann verschiedene Ursachen haben; ein- 
mal die Unsicherheit in der Erfassung des Tagesharnes und zum 
' andern Mal die unregelmiBige Ausscheidung. Am letzten Vortag 
_wurde niimlich auffallend wenig ausgeschieden, so daB am Ver- 
suchstag an sich schon die Millonreaktion angestiegen wire. Von 
'1g erschienen 17—19°/, wieder im Harn. Die geschiidigte Leber 


D5 


kann also auch bei niedrigem EiweiBgehalt der Nahrung die 
' Ketosiure nurmehr sehr unvollkommen verwerten. In vier von 
-unseren Fallen handelte es sich um Cirrhose und in einem um 
| Leberstauung. Es bleibt abzuwarten, ob die einzelnen Leber- 
krankheiten sich in ihrem Verhalten gegeniiber p-Oxyphenylbrenz- 
' traubensiure unterscheiden. 


Wir haben die Probe noch bei zwei Patienten mit Thyreotoxi- 


_kose und bei einem mit Gelenkrheumatismus angewandt und hier 

| ebenfalls eine stirkere Vermehrung der Millonreaktion beobachtet. 

| Dieses Ergebnis bestitigt die Erfahrung der Kliniker, daB bei 
diesen Krankheiten die Leber meistens mit geschidigt ist. 


Fiir die Verwendung der p-Oxyphenylbrenztraubensaure zur 


_ Priifung der Leberfunktion schlagen wir folgendes Verfahren vor. 
' Der Patient wird fiir eine Woche auf eine gleichmibige, . an 
| tierischem EiweiB arme Kost gesetzt. Vor allem sind tyrosinreiche 
| Nahrungsmittel wie Kise zu vermeiden. Tiglich wird nach der 
' im experimentellen Teil beschriebenen Methode die Intensitit der 
| Milonreaktion des Harnes bestimmt und in mg p-Oxyphenyl- 
| brenztraubensiiure pro Tag ausgedriickt. Am 3. Tag erhilt der 
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Patient 2g dieser Saure.: Steigt am 4. und 5. Tag die Millon. 
reaktion um mehr als 15—20°/, der verabreichten Menge AD, s0 
ist wahrscheinlich die Leberfunktion gestért. An der Nonnep. 
bruchschen Klinik wird zur Zeit die Priifung in dieser Weise 
durchgefiihrt und ihr Ergebnis mit anderen Proben verglichen. 
Dieselben Versuche haben wir auch mit d,l-Tyrosin ausgefiihr 
und im groBen und ganzen das gleiche Ergebnis erhalten. Die 


Ausschlage waren aber kleiner. Leberkranke schieden auch au 


Gabe von d,l-Tyrosin mehr Millonsubstanzen aus als Gesunde, 
Auf einen Fall sei noch besonders hingewiesen. Bei ihm war 
klinisch eine Nephritis diagnostiziert worden; nach der Autopsie 
lag noch eine beginnende Cirrhose vor. Von 2g 4d,l-Tyrosin 
erschienen bei ihm 27°/, wieder im Harn. 

In den Tyrosin-Versuchen war ebenfalls der atherlésliche 
Anteil erhéht, was sich zwanglos durch die Bildung von p-Qxy- 
phenylbrenztraubensadure erkliren libt. 


Experimenteller Teil 


Versuche mit p-Oxyphenylbrenztraubensaure. — Nachweis 
und Bestimmung der p-Oxyphenylbrenztraubensaure im 
Harn. p-Oxyphenylbrenztraubensiure gibt wie Tyrosin eine inten- 
sive Millonreaktion und ist augerdem in Ather ldslich. * Wen 
sie im Harn ausgeschieden wird, muB man sie demnach mit 
Ather extrahieren, durch die Farbenreaktion nachweisen und 
photometrisch bestimmen kénnen. Wir verwandten fiir unsere 
Versuche ein Praparat, welches uns die chemisch-pharmazeutische 
Fabrik Bad Homburg A.-G. in liebenswiirdiger Weise darstellte 
und danken ihr auch an dieser Stelle fiir ihr Entgegenkommen’, 
Hs zersetzte sich bei 215°. 


C,H,O, (180) Ber. C 59,99 H 4,48 Gef. C 59,92 H 4,55. 


Wir stellten eine Eichkurve auf und gingen dabei von einer 100 mg-’, 
Lésung aus, von der wir verschiedene Verdiinnungen bis zu 10 mg-°/, be- 
reiteten. Je 2,5 ecm dieser Lésungen wurden mit 2 cem Millon Reagens 
nach O. Folin und V. Cioealteu’) (vgl. weiter unten) versetzt, 1 Stunde 
stehen gelassen, dann mit 10 ccm 2n-Schwefelsiure gemischt und 15 Minuten 
in einem siedenden Wasserbad erwirmt. Darauf wurden weitere 10 ccm 
2n-Schwefelsiiure zugegeben, wieder 30 Minuten stehen gelassen, die Lé- 
sungen quantitativ in MeBkélbchen von 50 cem iibergefiihrt, 1 cem 2°; 
Natriumnitritlésung zugefiigt, zur Marke aufgefiillt und die Intensitiit der 


*) Die Firma ist bereit, Kliniken das Priparat fiir Leberfunktions- 
prifungen zur Verfiigung zu stellen. 
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Fyoten Farbe mit Filter S 50 im Stufenphotometer gemessen. Die Schicht- 
‘dicke wurde so gewahlt, daB die Durehlissigkeit etwa 50—90°/, betrug. 
4 ‘Auf die Gegenseite kam ein Leerversuch, d.h. die gleiche ebenso behan- 
'delte Mischung der Reagentien, jedoch an Stelle der p-Oxyphenylbrenztrauben- 
‘siure 2,5 cem Wasser. Manchmal firbt sich die p-Oxyphenylbrenztrauben- 


mi yt 


‘siure gelblich und bereitet Schwierigkeiten bei der Aufstellung der Eich- 


‘kurve. Wir geben daher unsere Werte in einer Tabelle wieder. Darin 


‘pedeuten die Zahlen unter ,,D ‘fo die abgelesene Durchlissigkeit und die 
Funter ,,p-Ox“ die zugehérigen mg-°/, p-Oxyphenylbrenztraubensiure. 




















78 | 18.0 62 | 28.5 | 5s 38 | 75.5} 28 | 100.0 
19,0 | 63 | 30,0] 57 | 42,5 | 47 | 58,2 | 37 | 77,5 | 27 | 102,0 
76 | 200 64 | 31,0] 56 | 44.0| 46 | 61.5 | 36 | 80.0] 26 | 106.5 









































93 | 4,7 | 83 | 13,5 | 73 | 23,5 | 67 | 35,0 | 53 | 49,0 | 4: 3 | 66,0 33 | 86,5 | 23 | 115,5 
p92 15,0 | 82) 14,5 24,5 | 68 | 36,0 | 52 | 50,0 | 42 | 67,5 | 32 | 89,5 | 22 | 119,0 
| 91/65 [81 | 15,2 5 | 69 | 37,0 | 51 | 51,5 41 | 695 31 | 93,5 | 21 | 122,5 


Um zu priifen, ob die p- Oxyphenylbrenztraubensiure vollstiindig durch 


| Ather zu extrahieren ist, haben wir Versuche mit einer ungefihr 60 mg-°/,- 

'Lisung ausgefiihrt. Mit 3 mal je 2,5 ccm dieser Liésung haben wir photo- 
“metrisch den genauen Gehalt bestimmt. Im Mittel betrug die Durehliissig- 
-keit bei 10 mm Schichtdicke 45,5°/,, das entspricht 61 mg-°/, p-Oxyphenyl- 

' brenztraubensiiure. 2 Portionen der Lésung von je 30 cem wurden mit 10 ¢em 
| 2n-Schwefelsiiure angesiiuert und 3mal mit je 50 eem Ather 10 Minuten lang 
| ausgeschiittelt. Die wiiBrige Schicht wurde abgelassen und durch kurzes 
| Erwirmen vom Ather befreit. In 2 Proben derselben von je 3,3cem (=2,5eem 
| der urspriinglichen Lésung) bestimmten wir wieder die Konzentration der 
'p- Oxyphenylbrenztraubensiure. Die Durchlissigkeit einer 30 mm dicken 
| Schicht betrug im Mittel aus je 4 Ablesungen 90,25°/,; somit raed le fiir 


10mm Sehiehtdicke. Die wiibrige Schicht enthielt demnach noch 2 mg-°/, 


E p-( xyphenylbrenztraubensiure ; mit anderen Worten, von den 18,3 mg Siure 
' sind rund 0,8 mg nicht in den Ather gegangen. 


Den Atherextrakt des einen Versuchs haben wir mit etwa 2cem Wasser 


let verdampft, den Riickstand in 25 eem Wasser aufgelést und 
Bin 2.2 ) ecem wieder die Intensitit der Millon-Reaktion gemessen. Eine 5mm 
licke Schicht lieB 69°/, des Lichts durch; fiir 10 mm re betriigt die 
' Durehlissigkeit 46,5°/,. Das entspricht einer 59,5 mg-°/,-Lésung, d. h. der 
F Athe rextrakt enthielt wan dem Waschen noch 14,9 mg Siure, der Rest, 


26mg, ist im Wasehwasser geblieben. 
Es lieB sich somit auch fiir diese Versuche das schon friiher 


_ beniitzte von G. Medes beschriebene Verfahren‘) mit geringen Ab- 
weichungen und Erginzungen wieder anwenden. Wir geben es 


hier ausfiihrlich wieder. 
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Lésungen. 1. Millon-Reagens: 15°/, Quecksilbersulfatlisung 
in 6n-Schwefelsiure; 75g Quecksilbersulfat in 83 ccm konzentrierte b 
Schwefelsiure gehen, langsam 417 ccm Wasser zufiigen und wen, 
sich nicht alles lést, auf dem Wasserbad erwirmen. 2.2°/, Natriun. 


nitritlésung. 3. 2n-Schwefelsiure. 4. Peroxydfreier Ather. Athe; 


mit schwefelsaurer, gesittigter Ferrosulfat-Lésung ausschiitteln, 
Ausfiihrung. 3mal je 2,5 ccm Harn werden in Zentyi. 


fugengliser von 15 com gegeben, mit je 2 ccm Millon-Reagey 


versetzt und eine Stunde stehen gelassen. Dann wird zentrifugiert 
und vom Niederschlag in ein grobes Zentrifugenglas (50 ccm) ab. 


gegossen. Der Niederschlag in dem kleinen Zentrifugenglas wird § 
F rech 


mit wenig Wasser aufgewirbelt, erneut zentrifugiert und das Wasch. 
wasser zur Loésung gegeben. Die Lisung wird mit 10 ccy 
2n-Schwefelséure angesiiuert und 15 Minuten in ein kochende 
Wasserbad gestellt. Nach dem Abkiihlen setzt man 10 cen 
2n-Schwefelsiure zu und laBt eine halbe Stunde stehen. Daranf 
werden die Fliissigkeiten in 50 com MeBkélbchen ibergefiihrt, 
2 Proben werden mit je 1 ccm 2°/, Natriumnitritlésung versetzt: 
die dritte dient als Vergleichslisung. Alle 3 Proben werden mit 
Wasser auf 50ccm aufgefiillt und falls erforderlich, erneut zentui- 


fugiert. Ihr Farbwert wird nun im Stufenphotometer gegen die § 
F Kur 

p-Ox 
- trali 


nitritfreie Lésung mit Filter S50 innert einer 1/, Stunde gemessen. 
Auch hier ist die Schichtdicke wieder so zu wihlen, daB die Durch- 
lassigkeit zwischen 50 und 90°/, liegt. Beim normalen Harn ver- 
wandten wir Trége von 30 und 20 mm, bei pathologischen Harnen 


und nach Gabe von p-Oxyphenylbrenztraubensiure solche von & 
em er 0 


20 bis 5mm. Hat man eine andere Schichtdicke als 10 mm be- 
niitzt, so ist die beobachtete Durchlissigkeit auf diese umzurechnen. 
In dem Trog entwickeln sich kleine Blischen von Stickstoff, setzen 
sich an der Wand fest und stéren bei der Messung; Sie sini 
mit einem diinnen Glasstab sorgfiltig zu entfernen. 

Um den atherléslichen Anteil zu bestimmen, werden 380 ceu 
Harn mit 10 ccm 2 n-Schwefelsiiure angesiuert und 3 mal je 
10 Minuten mit je 50 ccm peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt. Fall: 
sich Emulsionen bilden, werden die 2 Phasen durch Zentrifugieren 
getrennt und die waBrige Schicht durch Erwirmen vom Ather befreit. 


Vom ausgeitherten Harn werden 3 Proben von 3,3 ccm (= 2,5 cct § 


des urspriinglichen Harns) wie oben angegeben, wether behandelt. 


In der Eichkurve sucht man die Konzentrationen auf, welche F 


den auf der Trommel abgelesenen und auf 10 mm Schichtdicke 
uingerechneten Durchlissigkeiten entsprechen. Wir driicken die 
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" Ergebnisse in Milligramm p-Oxyphenylbrenztraubensiure pro Tages- 
" menge Harn aus. Die Differenz zwischen dem Gehalt des nicht 
| pehandelten und des mit Ather extrahierten Harns, ergibt den 
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itherléslichen Anteil. 


Um zu entscheiden, ob die durch Ather zu extrahierenden und durch 
die Millonsehe Reaktion zu bestimmenden Substanzen wenigstens teilweise 
p-Oxy phenylbrenztraubensiiure sind, haben wir von mehreren| Versuchen die 
Atherextrakte gesammelt, abdestilliert und einen krystallinen Riickstand er- 


| halten, der bereits nach einmaligem Umkrystallisieren sich bei 216° sersetzte. 
| Mit reiner p-Oxy phenylbrenztraubensiiure cemischt, zersetzte er sich bei 215° 
: Bs handelte sich also bei dem Atherextrakt in diesen Fiillen so gut wie aus- 


hlieBlich um p-Oxyphenylbrenztraubensiiure. Natiirlich muff man damit 


| fos daB aueh noch andere Phenolderivate auftreten. 


Obwohl in diesen Versuchen p-Oxyphenylbrenztraubensiiure in den 


Atherextrakten nachgewiesen wurde, sind wir bei der indirekten Bestimmung 


der in Ather léslichen Millonsubstanzen geblieben. In einigen Versuchen 


' fanden wir bei der direkten Bestimmung mehr Millonsubstanzen im Ather 


als der Differenz entspricht. Wir erkliren diese Abweichung damit, dab 


_ wahrscheinlich durch die liingere Einwirkung von Sfiure bei der Extraktion 
" cebundene Phenole freigeworden und in den Ather iibergegangen sind. 


Versuche an Kaninchen. Die Tiere wogen 2800—3090 g¢ und er- 


: hielten als Futter Karotten, Hafer und wenig Heu. Nachdem sie sich an 
das Futter und den Kifig gewéhnt hatten, wurde der Harn tiglich gesammelt 


und der Millonwert nach der an p-Oxyphenylbrenztraubensiiure aufgestellten 

Kurve ermittelt. Am 3. Tag erhielten sie durch die Schlundsonde 0,3—0,5 g 

p-Oxyphenylbrenztraubensiiure in Wasser gelést und mit Natronlauge neu- 

tralisiert. Im allgemeinen stieg danach der Millonwert bedeutend an und 

sank am 2. Tag wieder auf den Vorwert ab. Nur in einem Fall blieb er 

2 Tage hoch. Die Zunahme des Farbwertes lag bei 3 von den 6 Versuchen 
» 


zwischen 24 und 37°/, der verabreichten Menge; bei den 3 anderen war 
er bedeutend niedriger, 7 bzw. 12 und 15°/). 
































| : Gabe | Millonreaktion in mg p- iia. 
Datum Gewicht an p-Oxy. shins cmeseni vinaia 
g Gesamtwert |iitherlésl. Subst. 
2.10. 39 2970 43,6 
3.10. 39 0,5 24,7 
1.10. 39 154,0 
Mittel aus den Vor- und Nachtagen. . . ..... 3: 
ene ¥ sisi shapnimnalanbeeiaamni wots: ane 
9.10. 3$ 44,0 31,7 
6.10. 39 0,45 24,0 10,2 
7.10. 39 203,0 165,0 
8. 10. 39 41,5 29,2 
9.10. 39 26,4 0,0 
Mittel aus den Vor- und Nachtagen. ....... 34 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiiure ©. . . 37", 
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Gabe Millonreaktion in mg p-Oxy, 
Datum Gewicht an p-Oxy. ~—§ 
o Gesamtwert _iitherlés].Suby. § 
2.10. 39 3040 58,0 | 
3.10. 39 0,5 40,0 
1.10. 39 110,0 
Mittel aus den Vor- und Nachtagen. ....... 49 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiiure . . . 12°), 
5.10. 39 35,5 15,0 
6.10. 39 0,45 24,5 17,5 
7.10. 39 116,5 86,4 
8.10. 39 101,0 82.4 
9.10. 39 36,3 
Mittel aus den Vor- und Nachtagen. ....... 32 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiiure 34 ° 
16.10. 39 2850 31,1 0,0 
17.10. 39 0,3 62,9 35,9 
18.10. 39 126,0 106,9 
19.10. 39 55,0 46,0 
Mittel aus den Vor- und Nachtagen. ....... 50 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiiure . . . 15°, 
16. 10. 39 2800 16,8 15,0 
17. 10. 39 0,3 32,8 14,8 
18. 10. 39 42,0 35,0 
19. 10. 39 9,2 5,2 
Mittel aus den Vor- und Nachtagen. ....... 20 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiiure . . . 7%, 


Versuche an Menschen. Zuniichst wurden einige Versuche 
an Angehdrigen des Instituts ausgefiihrt, hauptsachlich um fest: 
zustellen, wieviel p-Oxyphenylbrenztraubensiure vom Menschen 
abgebaut werden kann bzw. wieviel gegeben werden muB, damit 
der Millonwert im Harn ansteigt. Dabei ergaben sich ziemliche 
Differenzen; beim einen nahm der Millonwert schon auf 2 g hu 
zu, beim anderen stieg er auch auf 4¢ nicht nennenswert al. 
Zum Teil mégen es individuelle Unterschiede sein, zum anderet 
Teil hat zweifellos die Nahrung einen EinfluB. Enthiilt sie vie 
EiweiB, besteht also schon ein erheblicher Tyrosinumsatz, daot 
werden mehr Millonsubstanzen ausgeschieden, wenn p-Oxypheny!- 
brenztraubensiure aufgenommen wird. 
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Versuche an gesunden Menschen 
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Datum Gewicht cue ~-eeninhaiennan = ys 
und Name kg g coeemaiwe: ert titherl6sl. Subst. 
“18.10. 39 58,5 109.0 | 760 
am 7. 2,0 139,5 | 62, 
20, 264,0 145,0 
21. 92,0 52,0 

Mittel aus Vor- und Nachtagen . 113 
ausgeschiedene p- Oxyphenyibrenstraubensiare % 
25.10. 39 52,5 72,4 9,0 
26. Sch. 3.0 68,5 38,0 
4 220,0 110,0 
1.11. 39 19,0 0,0 

Mittel aus Vor- und Nachtagen . 63 
ausgeschiedene p- Oxyphenylbrenztraubensture 5%, 

111. 39 36,0 23,0 
& 31,0 10,0 
7. 4,0 57,0 32,0 
g. 27,0 

Mittel aus Vor- und Nachtagen . , 31 
ausgeschiedene p-Oxy phenylbrenztraubensiure 0,6 ° 
14. 11. 39° | 53,5 5,0 0,0 0,0 

5. 4 46,0 28,0 

16. | 17,0 0.0 
Mittel aus Vor- und Nachtagen . ' : 8 
ausgeschiedene p- Oxyphenylbrenztraubensiure 0),7 ° 


id 


Wir haben dann Versuche an Patienten der hiesigen medi- 


ginischen Klinik angestellt, die gleichmaBiger ernahrt werden 
Kinnen und danken Herrn Professor Nonnenbruch, sowie seinen 
Oberiirzten Dozent Dr. Duesberg und Dozent Dr. Hildebrand 
fir ihre liebenswirdige Unterstiitzung. Im allgemeinen wurde 


80 vorgegangen. Die Patienten erhielten eine eiweiBarme Kost, 


damit der Tyrosinumsatz nicht schon von vornherein zu hoch sei. 
Hinem Patienten (Henkel) wurde, wie schon erwahnt, zufallig am 
Abend vor dem Versuch Weibkise verabreicht, der reich an 
4yrosin ist. Auf Zufuhr von p-Oxyphenylbrenztraubensiure stieg 
ter Millonwert seines Harnes auBergewohnlich an. 
War offenbar schon durch das Tyrosin des Kises stark beansprucht, 
Mab sie die p-Oxyphenylbrenztraubensiure nicht mehr bewiiltigen 
13° 


Seine Leber 
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konnte. Der Versuch wurde an demselben Patienten bei eivweif, = 
armer Kost wiederholt und jetzt war die Millonreaktion py} 
wenig erhoht. 
6—7 Tage lang bekamen die Patienten die eiweiBarme Koy ' 
Der Harn wurde tageweise gesammelt und nach dem oben af 1 
gegebenen Verfahren analysiert. Am 3.Tage wurde ihnen morgen, 12 
niichtern die p-Oxyphenylbrenztraubensdure entweder einfach jf 
Wasser aufgelést oder in einer Limonade gegeben und der Hang 15. 
2 oder 3 Tage weiter untersucht, bis die Millonreaktion wiedy§ 
auf den Ausgangswert abgesunken war. Meistens war das anf 


















































2. Tag der Fall. Zuerst gaben wir 5 g der Siure. Spiiter zeigufR 1: 
sich aber, daB 2 g ausreichen; vom Lebergesunden werden s:§ 3° 
ohne weiteres verwertet, wihrend beim Leberkranken die Millo. ‘ 
reaktion deutlich verstirkt wurde. 1¢ 
Versuche an Patienten, 
an denen klinisch keine Leberschidigung nachzuweisen war 
ee nnn 1 
bia Millonreaktion in in mg p-Osy li 
Datum Name Diagnose ais. cn h I 
EF Cisetenss dtherlosl, li 
ic Subst. 1¢ 
————— — sang iewuanunoanacemcnsanaamesmaaneen — — > oe = = a By 
1.12. 39 Henkel Magen- 0,0 0,0 
5. 12. 39 geschwiir +) 70,0 35,0 
6. 12. 39 1010,0 535,0 | 
7. 12. 39 — ; 1! 
8. 12. 39 100,0 15,0 By 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen. . ..... . 85 . = 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiiure . . . 18°, = 
i, Bi. 39 eckcal Magen- 65,0 35,0 ; 
12.11. 39 geschwiir 26,0 0,0 
3.11. 39 5 104,0 ed 
* 14, 11, 39 150,0 25,5 
15. 11. 39 84,5 | _ 
16. 11. 39 126,0 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen. . . Pa 
ausgeschiedene p-Oxypheny Ibrenztraubensiiure ca oe 
11. 12. 39 Hoelscher Magen- 97,5 22,5 | 
12. 12. 39 geschwiir 97,5 4(),0 , 
13. 12. 39 5 7,0 | — uM 
14. 12. 39 127,5 85,0 : 
15. 12. 39 85,0 17,0 : 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen. ....... 88 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiiure . [™ 
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Millonreaktion in mg p- Oxy. 























Datum Name Diagnose ot  ditherlésl. 
& | Gesamtwert _ Subst. 
11. 12. 39 Simon chronische 136,0 60,5 
12: 12. 38 Gastritis 190,0 186,0 
13. 12. 39 5 161,0 _ 
14,12. 39 481,0 387,0 
15. 12. 39 69,0 18,0 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 139 
— P- mn phenylbrenztraubensiiure c%, 
12.2. 40 Hill | maligne — 210,0 58,0 
13. 2. 40 Sklerose 361,0 85,0 
14, 2. 40 2 148,0 55,0 
15. 2. 40 463,0 319,0 
16, 2. 40 222,0 75,0 
i7. 2. 40 170,0 <- 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 222 
ausgeschiedene p-Oxypheny Ibrenztraubensiiure 12°, 
12.2. 40 |Fauerbach maligne 63,0 27,0 
13. 2. 40 Sklerose, 208,0 78,0 
14, 2. 40 Diabetes 2 212,0 17,0 
15. 2. 40 mellitus 292,0 121,0 
16. 2. 40 40,0 0),0 
17.2. 40 162,0 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 137 
er p- Oxyphenylbrenatraubensiiure 8%, 
19. 2. 40 Fendt. ‘Glomerulo- 232.0 64,0 
20, 2. 40 nephritis 204,0 108,0 
21.2. 40 l 125,0 85,0 
29,2. 40 294,0 174,0 
23. 2. 40 154,0 27,0 
24,2. 40 98,0 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 162 
ausgeschiedene p-Oxyphe nylbrenztraubensiure i3* 
Patienten mit Leberschiden o 
Gab Millonreaktion_ in mg p- Oxy. 
Datum Name Diagnose - <i itherlésl. 
& | Gesamtwert | Subset. 
8.1. 40 Nadler schwere 94,5 | 49,0 
vu. 1. 40 Cirrhose 229,5 | 209,0 
10. 1. 40 5 152.0 | 49,7 
ll. 1. 40 3445.0 | 2899,0 
12.1. 40 310,0 103,5 
i3. 1. 40 120,0 | 48,0 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . , 149 
ausgeschiedene p-Oxy phenylbrenztraubensiiure 69 °, 
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184 
Millonreaktion in mg 0 : 
Datum Name Diagnose Gabe e 5 ae 
1&1 Gesamtwert | ‘therlés!, 
| | Subst. 
22. 1. 40 Nadler schwere 116,0 | 65,0 
23. 1. 40 Cirrhose 91,0 84,0 
24. 1. 40 5 82,5 0,0 
25. 1. 40 1750,0 875,0 
26. 1. 40 444,0 263,0 
27. 1, 40 270,0 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 96 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiiure 43° 
29. 1. 40 Kneis Herz- 141,0 37,5 
30. 1. 40 insuffizienz 135,0 94,5 
31. 1. 40 vielleicht 5 170,0 85 
1. 2. 40 mit Leber- 883,0 614,0 
2. 2. 40 stauung 338,0 41,0 
3, 2. 40 570,0 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 115 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiure 29 °/ 
22.1. 40 (zerber kompen- 184,0 152,0 
23.1. 40 sierte Leber- 209,0 27,3 
24.1. 40 cirrhose 2 24,5 0,0 
25. 1. 40 2575,0 1445,0 
26. 1. 40 148,0 49,5 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 141 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiure 121 °/, 
19. 2. 40 sabi: infektion der 105,0 42,0 
20. 2. 40 Gallenwege, 328.0 66,0 
21. 2. 40 Leberparen- J 304,0 157,5 
22. 2. 40 chymscha- 362,0 162,5 
23. 2s 40 den, Verdacht 96,0 32.0 
24. 2. 40 auf Cirrhose 144,0 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 195 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbrenztraubensiure . 17 %, 
26. 2. 40 Lammer wie oben 377 0 104,0 
27. 2. 40 a 
28. 2. 40 ] 153,0 68,0 
29. 2. 40 400,0 180,0 
1.3. 40 103,0 13,5 
Mittelwert aus Vor- und Nachtagen . 211 
ausgeschiedene p-Oxypheny eenstnabensttane , 19%, 
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Patienten mit Thyreotoxikose und Gelenkrheumatismus 
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Mittel aus Vor- und Nachtagen . bie 
ausgeschiedene p-Oxyphenylbre nstraubensiure 


Versuche mit d,l-Tyrosin. 
_ Weise durchgefiihrt wie die vorigen, 
11} * ’ wy TTY © Pg ‘a 

uber 6—7 Tage und am 3. Versuchstag 


= | ditherldsl. 
Gesamtwert _ Subst. 
50,0 0.0 
150,0 66,0 
252,0 162,0 
728,0 544,0 
92,5 55,5 
210,0 
151 
29 4) 
287,0 161,0 
577,0 283,0 
153,0 0,0 
825,0 544,0 
252,0 99,0 
319.0 a 
318 
25 9. 
351.0 104,0 
416,0 255,0 
269,0 116,0 
550,0 258,0 
422.0 125,0 
139,0 39,0 
294 
249) 


Diese Versuche wurden in derselben 
sle erstreckten sich wieder 


wurde das d,1l-Tyrosin 
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30 | 74, 5 
29 | 77.0 
28 | 79,0 
27 | 81,0 
~ 6| 83,5 

86,0 
$ 4 | 88,5 
23 | 91,5 
22 | 94,0 
21 | | 97,0 
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gegeben. 


traubensdure. 


Fiir die Auswertung der Farbreaktion beniitzten wi, 
eine Kichkurve, die auf Grund der in der vorstehenden Tabell: 
zusammengefaBten Versuche mit d,l-Tyrosin aufgestellt wurde 
Die Kurve verlauft etwas anders als die der p-Oxyphenylbren;. 
Das verwandte Priparat d,l-Tyrosin erhielt naci| 
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Kjeldahl bestimmt 7,47°/, N, berechnet 7,74 °/,. 


Versuche an Patienten mit d,l-Tyrosin 
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Mundorf 








atrophische 
Lebercir- 
rhose, Bron- 
chopneu- 
monie 





~~ 


Mittel aus Vor- und Nachtagen 
auusgeschiedenes Tyrosin 
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Millonreaktion 


Gesamtwert 


in mg 
Tyrosin 


66,0 
76,0 
62.0 


25,0 
152,0 
147,0 
448,0 
163,5 


~ = 


SD.0 


39,0 
125,0 
125,0 
454,0 
149,0 

54,0 


87,0 
172,5 
204,0 
516,0 
270,0 

81.0 


itherldésl, 
Subst. in mg 
p-Oxypheny! 

brenztrau- 

bensiiure 


19,0 
61,0 
31,0 


64 


21,7 
52.0 
123,0 
84,0 
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| Millonreaktion 
eo | ditherlésl. 
Datum Name Diagnose aaa Gesamtwert | Subst. in mg 
in g in mg p-Oxyphenyl- 
Tvrosin | brenztrau- 
| bensiiure 
11. 3. 40 Zoeller | schwere Le- 90,0 70,0 
12. 3. 40 bercirrhose, 99.0) 11,0 
13. 3. 40 chronische 2 70,0 31,5 
14. 3. 40 Gastritis 496,0 116,5 
15. 3. 40 193,0 0,0 
16. 3. 40 142.5 
Mittel aus Vor- und Nachtagen .. ... . 100 
ausgeschiedenes Tyrosin ......... 20%, 
11. 3. 40 Heun | maligne Skle- 106,0 12,5 
12. 3. 40 rose, Nephri- 144,0 58,0 
13. 3. 40 tis, Autopsie: 2 220,5 130,5 
14. 3. 40 beginnende 385,0 149,5 
15. 3. 40 Leber- 300,0 116,0 
16. 3. 40 cirrhose 47,0 
Mittel aus Vor- und Nachtagen ..... . 130 
ausgeschiedenes Tyrosin ......... oe 
Zusammenfassung 


p-Oxyphenylbrenztraubensiiure wurde an Kaninchen, gesunde 
und kranke Menschen verabreicht und ihr EinfluB auf die Millon- 
sche Reaktion des Harns untersucht. Menschen mit gesunder 
Leber kénnen bis zu 5g der Siure aufnehmen, ohne daB die 
Intensitiit der Millonreaktion des Harns wesentlich zunimmt. 
Bei Leberkranken steigt sie dagegen bedeutend an. Sie scheiden 
von 2g aufgenommener Siure mindestens 15—20°/,, hiufig aber 
wesentlich mehr aus. Die p-Oxyphenylbrenztraubensdéure scheint 
sich somit als Testsubstanz fiir die Funktionspriifung der Leber 
zu elgnen. 
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Synthese eines Opsopyrrolketons und des #,-Dichlorpyrrols' 
Von 


Hans Fischer und Klara Gang] 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1940) 


H. Fischer und H. Orth?) haben eine gréBere Anzahl su). 
stituierter Pyrroketone synthetisiert und u. a. ihren Ubergang in 


Mesochlorpyrromethene, eine umkehrbare Reaktion, festgestell 
Porphyrine mit der Ketogruppe aus ersteren zu synthetisieren, 
gelang damals nicht und es hatte den Anschein, als ob Keto- 
porphyrine nicht existenzfahig seien. Inzwischen haben H. Libo- 


witzky und H. Fischer’) durch Oxydation von Koproporphyrin- 
himochromogen mit Wasserstoffsuperoxyd ein «-Oxyporphyrin 
erhalten, das unter dem EinfluB von Licht scheinbar zum ent- 
sprechenden Ketoporphyrin debydriert wurde. Von H. Fischer 
und E. Adler‘) wurde auf synthetischem Wege ein Bilirubinoid 
der Zusammensetzung C,,H,,N,O, mit vermutlich einer mittel- 
stindigen Ketogruppe in krystallisiertem Zustand erhalten, wofir 
neuerdings weitere Anhaltspunkte gewonnen werden konnten (v¢l. 
S. 194!). Von H. Fischer und K. Herrle®) konnte ein rotes 
Keton durch Belichtung aus Atioporphyrin erhalten werden, das 
auBerordentlich leicht mit Natriumamalgam zu einer Leuko- 
verbindung reduziert und mit Zinkstaub oder Natriumhydrosulti 
in Eisessig in einen Gallenfarbstoff mit vollstandiger Gmelin- 
scher Reaktion verwandelt werden konnte. Auch aus Xantho- 
porphinogen konnten in letzter Zeit durch Kinwirkung von Bron- 
wasserstoff—Eisessig unter Druck Oxy-porphyrine, die sich in 
Lésung durch prachtige Blaufiirbung auszeichnen, erhalten werden 
(unveréffentlicht). Neuerdings haben die Pyrroketone ein weiteres 


') 3. Mitteilung iiber Pyrroketone; 2. Mitteilung H. Fischer u. H. Orth 
Liebigs Ann. 502, 237 (1933). 

*) Chemie des Pyrrols‘ Bd. I, S. 361. 

*) Diese Z. 255, 209 (1938). ‘*) Diese Z. 206, 189 (1932). 

5) Diese Z. 251, 87 bzw. 95 (1938). 
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Interesse durch die Untersuchungen von W. Siedel?) gewonnen, 
der die Bilipurpurine und Choleteline mit Ketogruppen, die die 
| Pyrrolkerne verbinden, formulierte. Weiterhin schien es uns 
| nicht ausgeschlossen, von den Pyrrolketonen aus durch Angliede- 
rung eines weiteren Pyrrolringes zu Tripyrrylcarbinolen bzw. Tri- 
_ pyrrylmethenen zu gelangen. Letztere Kérper sind bis jetzt noch 
' unbekannt (vgl. auch die folgende Mitteilung!), Das waren die 
| Griinde, die uns schon vor lingerer Zeit veranlaBten, die Unter- 
 suchungen tiber die Pyrrolketone wieder aufzunehmen. 


Fiir die synthetischen Versuche beniitzten wir zunichst das 


' yor kurzem2) beschriebene 3,4-Dichlor-5-carbithoxypyrrol-2-car- 
- bonsiurechlorid OL Cl 














' ¢,H,0ocl JLo<@, 
N 
H 


das mit Grignardverbindungen von Pyrrolen, und zwar zunachst 
' mit der des Kryptopyrrols umgesetzt wurde. In schén krystalli- 
' siertem Zustand wurde 3,4-Dichlor-3’,5’-dimethyl-4’-ithyl-5-carb- 
| ithoxypyrroketon folgender Formulierung 


“| ' “a * 
I + | ; i of 
H;C,000\__3——--Co----—\_ CH, 


N N 
H H 


| erhalten. Seine Ketonnatur wurde durch Umsetzung mit Hydrazin- 
| hydrat bewiesen, wobei das gut krystallisierte 3,4 - Dichlor- 
_ 3,5'-dimethyl-4’- athyl-5-carbhydrazidpyrro-ketonhydrazon folgen- 
der Formulierung erhalten wurde: 


4 se 
HI wN—HN—ocl_ 3) an st CH, 
NH | Y 


NH 


| 


NH, 
Die Reaktion ist insofern bemerkenswert, als nunmehr auch 


_ unter milden Bedingungen die Isolierung eines Pyrroketonhydra- 
_ ons gelungen ist, wahrend die bisherigen Pyrroketone sich immer 
_ als refraktér erwiesen. Kérper II lie8 sich mit Natronlauge ver- 
 Seifen, wobei zunichst das gelbe, schén krystallisierte Natrium- 


') Z. angew. Chem. 1940, 397. 
*) H. Fischer u. E. Elhardt, Diese Z. 257, 69 (1939). 
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salz, ausgezeichnet durch seine Schwerldslichkeit in Wasser} 
erhalten wurde. Die freie Saiure lieB sich in der Siedehitze mi F 
verdiinnter Schwefelséure leicht fallen, auch sie ist gelb gefirht § 





Ihre Decarboxylierung soll noch durchgefihrt werden, sicherlic) § 


wird hier dann das fiir weitere Synthesen wichtige «-freie Keto, 
erhaltlich sein. 

Mit Hilfe obigen Hydrazidhydrazons wird es ohne Schwieriy. 
keiten méglich sein, gemischte Tetrapyrrylketazine!) zu erhalten, 
die insofern noch eine nihere Bearbeitung verdienen, als jj, 
Tetrapyrrylketazine vielfach durch positive Gmelinsche Reaktioy 
ausgezeichnet sind. 

Ahnlich dem Verhalten der bisherigen Ketone verlief dic 
Bromierung von II. Die Reaktion sollte unter bromierender 
Spaltung dergestalt verlaufen, da8 einerseits ein unbestindiges 
Saurebromid resultierte, andererseits Bromkryptopyrrol, das sofort 
in das entsprechend gebromte Methen sich abwandelte. Der 
erste Teil der Reaktion verlief analog, es trat Sprengung an der 
Carbonylgruppe ein unter Bildung der bereits bekannten 3,4. 
Dichlor-5-carbiathoxy-pyrrol-2-carbonsiure, die aus dem Siure. 
bromid durch sekundare Hydrolyse entstand. Pyrromethenbildung 
trat auch ein, wie aus der intensiven Farbstoffbildung ersehen 
werden konnte, aber ein Beweis dafiir, daB das gebromte Krypto- 
pyrrolmethen, das ja durch leichten ‘Obergang in Atioporphyriv 
ausgezeichnet ist, entstand, konnte nicht erbracht werden. Aller. 
dings wurde auch hierwaf kein besonderer Wert gelegt. Im 
Vordergrund des Interesses stand natiilich die Gewinnung von 
den noch unbekannten Pyrrolketonen mit 2 freien «-stiindigen 
Methingruppen, deshalb wurde Ké6rper II der Sulfurylchlorid- 
reaktion unterzogen, um die 5’-Methylgruppe in die Carboxylgruppe 
iiberzufiihren. In der Tat gelang dies und durch Umsetzung des Chlor- 
kérpers mit Alkohol wurde der schén krystallisierte 3,4-Dichlor- 
3’-methyl-4-athyl-pyrroketon-5, 5’- dicarbonsiureithylester  isoliert. 

Bemerkenswert ist die Aktivierung der Methylgruppe durch 
die Ketogruppe. Bei analog gebauten Pyrromethenen gelingt és 
im allgemeinen nicht, diesen Abbau mit Hilfe von Sulfuryl- 
chlorid usw. zu vollziehen. Die weitere Untersuchung dieses in 
a,c’-Stellung carbithoxylierten Ketons ist noch im Gange. 

Schon friiher waren fiir die Gewinnung der Ketone Siure- 
chloride verwendet worden, die unter den Bedingungen der 


') Fiseher u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Bd. I, 8. 365. 
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Friedel-Craftsschen Reaktion Pyrrolketone gaben und dem- 
gemiB wurde Siurechlorid I mit Kryptopyrrolcarbonsiure zum 
schon krystallisierten Keton folgender Formulierung 





a —¢l H,C;—,CH, CH, COOH 
| i | 
[V ‘ ! 1 | iF 
H,c,00cl }_co-—_ Jen, 
N N 
H H 


yereinigt, ebenso mit Opsopyrrol zum _ 3, 4-Dichlor-3’-methyl- 
{'-ithyl-5-carbithoxypyrroketon 


Cl——Cl iC, — Oi; 
| 


V | I Y H {| 
H,C,00C\__/—----CO | JH 

N 
H 


Schmelzpunkt 184° In letzterem Fall war entsprechend der 
groBen Reaktionsfahigkeit des Opsopyrrols ein Zusatz von Alu- 
miniumchlorid nicht notwendig. Unter den Bedingungen der 
Grignardschen Reaktion trat hier bereits die Ketonbildung in 
guter Ausbeute ein. 


Obige Konstitutionsformel V geben wir mit einer gewissen Zuriickhaltung, 
denn es ‘scheint nicht auageschlossen, daB bei der Grignardschen Reaktion 
die Vereinigung des Siiurechlorids mit dem Opsopyrrol_ teilweise auch unter 
die Athylgruppe, uater Umstiinden sogar zum Stickstoff erfolgt, denn derartige 
Komplikationen sind ja bei den Umsetzungen des Opsopy rrols schon éfters 
vorgekommen, z. B. bei der Einfiihrung des Formylrestes, wobei neben dem 
bevorzugten Eintritt des Formylrestes unter die Methylgruppe auch teilweise 
der Formylrest unter die Athylgruppe tritt. Es wire interessant, das 
Opsopyrrol in bezug auf Aldehydbildung unter den verschiedensten Methoden 
zu untersuchen, wie sich die Ausbeuteverhiltnisse an den isomeren Alde- 
hyden iindern, je nachdem man z. B. o-Ameisensiiureester oder Chloroform 
und Kalilauge oder Blausiiure-Chlorwasserstoff, die bis jetzt ausschlieBlich 
angewandte Methode, zur Anwendung bringt. Was die Reaktion am Stick- 
stoff anlangt, so sei daran erinnert, daB bei der Einfiihrung der Carbithoxy- 
gruppe in das Kryptopyrrol in betriichtlichem AusmaB neben dem er- 
wiinschten Kryptocarbithoxypyrrol das unerwiinschte N-Carbiithoxykrypto- 
pyrrol entsteht. 


Weiterhin wurde 3,4-Dichlor-3’-methyl-4’-iithyl-5-carbithoxy- 
pyrroketon mit 10°/,iger Natronlauge unter Druck einige Stunden 
auf 200° erhitzt. Es konnte so die Decarboxylierung erzwungen 


'! H. Fischer u. A.Schormiiller, Liebigs Ann. 473, 211 (1929); 
W. preter, Diese Z. 231, 186 (1935); H. Fiseher u. H. Hifelmann, 
Diese Z, 251, 190 (1938). 
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werden und es wurde erhalten 3, 4-Dichlor-3’-methyl-4’-athyl-pyrro. 


-keton fulgender Formulierung 


' - 


Cl; — Cl Hy; GH, 
vi al |  — eg" 
N N 
H H 
eine prachtvoll krystallisierte Verbindung, der erste Vertreter 
eines substituierten Pyrroketons mit zwei freien Methingruppen, 
der fiir weitere Synthesen von Porphyrinen oder Bilirubinoiden 
mit der Ketogruppe geeignet sein wird, Kérper, die angesichts 
der eingangs erwaihnten Riickfiihrungsméglichkeit von Ketogruppen 
in Methingruppen erneutes Interesse besitzen. 

Nachdem so zum ersten Mal die Decarboxylierung eine 
Pyrroketons mit einer freien Carboxylgruppe gelungen war, lag 
es nahe, diese friiher vergeblich versuchte Reaktion auch auf die 
von H. Fischer und H. Orth erhaltene 3,3’-Dimethyl-4, 4’-diathyl- 
pyrroketon-5, 5’-dicarbonsiure folgender Formulierung zu_iiber- 








tragen. H, Cor CH, ms OE 
me | | 
Vit Hoot, 3$——co-——\_ coon 
Y W 
H H 


Die Darstellung dieser Dicarbonsiure wurde bedeutend ver- 
bessert. Durch Anwendung des Hochvakuums gelang es dann 
in der Tat, die Decarboxylierung zu erzwingen. Es wurde so in 
schén krystallisiertem Zustand das Opsopyrrolketon folgender 
Formulierung erhalten: 


H.C, cH, a ae 

Vur aA | ces CO NH 
r Ng 

H H 
Hiermit ist zum ersten Male ein Pyrroketon aus dem natiirlichen 
Pyrrolbaustein Opsopyrrol in krystallisiertem, reinem Zustand er- 
halten. Die Bedeutung dieses zwei freie Methingruppen ent- 
haltenden Opsopyrrolketons fiir synthetische Versuche liegt auf 
der Hand. 

Seine Reaktionsfihigkeit konnte durch Bromierung leicht 
erkannt werden. Es entstand das schén krystallisierte 3, 3’-Di- 
methyl-4, 4’-diithyl-5,5’-dibrompyrroketon, das ebenso bequem aus 
der entsprechenden Dicarbonsiure (VII) durch Bromierung er- 
halten werden kann. 
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Diese Tatsache steht gliicklicherweise im Gegensatz zu den bisherigen 


' Erfahrungen, denn in friiheren Versuchen (a. a. O.) war immer Aufspaltung 


der Pyrroketondicarbonsiure erfolgt. Auf analogem Wege konnte auch aus 


‘dem bereits bekannten Keton des Hiimopyrrols das isomere 4, 4’-Dimethyl- 
'3.3-diithyl-pyrroketon erhalten werden, von dem wir eine noch erhéhte 
' Reaktionsfihigkeit erwarten. Es ist im Schmelzpunkt identisch mit obigem 


‘Keton. Im Mischschmelzpunkt aber gibt es mit diesem eine Depression 
Fyon 20°. Nihere Mitteilungen hieriiber erfolgen bald, ebenso iiber weitere, 
‘auf anderem Wege zugiingliche Ketone. 

_  Bemerkenswerterweise waren alle Versuche, das Opsopyrrol- 
‘keton durch Oxydation in einen Pentdyopentkérper iiberzufihren, 
‘negativ, eine Tatsache, die nicht fiir die Ketonformulierung der 


Propentdyopente spricht. 


Endlich wurde die Synthese des /,(’- Dichlorpyrrols an- 


‘gegangen, das als Ausgangsmaterial fiir Oktachlorporphin und 
-gegebenenfalls fiir die Syuthese des Porphins selbst von grobem 
‘Interesse ist. Dies Ziel wurde erreicht auf folgendem Wege: 
| 3,4-Dichlor - 2,5 - dicarbithoxypyrrol wurde mit iiberschiissiger 
Natronlauge unter Druck erhitzt, wobei Verseifung und De- 
‘carboxylierung eintrat, eine schon oft mit Erfolg angewandte 
' Methode, die ja auch zur Gewinnung des Opsopyrrols und der 
 Opsopyrrolcarbonsaure gedient hatte. Durch Sublimation im 
 Hochvakuum bei 70° gelang es dann, 3,4-Dichlorpyrrol in pracht- 
voll krystallisiertem Zustand zu erhalten. Leider gaben die Ana- 
lysenwerte wohl in Anbetracht des hohen Halogengehaltes und 
‘der leichten Fliichtigkeit des Kérpers keine gut stimmenden 
_Zahlen, so daB wir lange im Zweifel waren, ob es sich nicht um 
einen Ather des Dichlorpyrrols handele, auf den die Analysen- 
-zablen teilweise recht gut stimmen. Aber die Molekulargewichts- 
| bestimmung bestitigt eindeutig das Vorliegen des £, §’- Dichlor- 
'pyrrols, womit auch die Uberfihrung mit Hilfe von Chlormethyl- 
ither in das Oktachlorporphin tibereinstimmt, wie wir in einem 
_vorliufigen Versuch feststellen konnten. Wie zu erwarten, ist 
dieses Porphin durch auBerordentlich groBe Schwerléslichkeit aus- 
_gezeichnet. Wir hoffen bald Weiteres berichten zu kénnen. 


Kingangs haben wir das Keton der Formel C,,H,,N,O, 


-erwihnt. Dieses wurde inzwischen') einer weiteren Bearbeitung 
| unterzogen, leider konnte diese aus AuBeren Griinden nicht bis zu 
_ Ende durchgefiihrt werden, und wir teilen deshalb die wichtigsten 
| Ergebnisse mit. Festgestellt wurde, daB das bei der Bromierung 





') Dissertation Reinecke, Technische Hochschule Miinchen, 1939, 
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des 5-Oxy-4,3’,5’-trimethyl-3, 4’-diithyl-pyrromethens entstehend, 


Krystallgemisch beim Behandeln mit Chloroform eine goldgliinzende 


in der Durchsicht: rotviolette, prismenférmige Krystallisatjoy 
ergibt, die in Chloroform mit blauer Farbe schwer loslich warf- 


Die Analyse ergab: 


4,780 mg Subst.: 9,766 mg CO,, 2,437 mg H,O. — 3,384 mg Subst. ‘ 


0,257 eem N, (22°, 720 mm). — 3,888 mg Subst.: 2,115 mg AgBr. 


C,,H;,,0,N,Br, (674,0) Ber. C 55,63 H 5,70 N 8,33 Br 23,15 
C,,H,.O,N,Bre wo « aoe » 5,96 »» 8,29 » 23,64 
ref. ,, 55,25 ,, 5,68 » 8,92 » 23,70, 


Hiernach liegt ein Dihydrobromid vor und ist wiederum de 


Gehalt von 3 Sauerstoffatomen bestiitigt, und der Kérper is 
identisch mit dem a. a. QO. beschriebenen. Interessant ist, dai 





die Ausbeute an dem Korper in hohem MaBe abhangt von da 
Menge des Oxydationsmittels und der Anwesenheit von Wasser, & 


In wasserfreiem Hisessig geht die Reaktion zugunsten des (0. 
Kérpers, in wasserhaltigem entstehen groBe Mengen des Perbromids 
des Atio-glaukobilins. Auf Grund der negativen Reaktion mit 
Zinkacetat und Zinkacetat—Jod kann es sich weder um ein Bili- 
purpurin noch um ein Choletelin handeln, und es ist wahrschein- 


lich, daB dem Ké6rper folgende Formel zukommt oder eine um 


2 Wasserstoffatome reichere analog X, jedoch mit mittelstiindiger /Anna 


-wurd 


Ketongruppe: 
H C- ~ C,H, ae CoH, H.C, CH, HC, 4 4 CH 
IX ~~ | | “ | ' " | - i 
( ea ? -CH=-——- a CO ig  —_. \ 5-08 
HBr HBr H 


d.h., es handelt sich um das Keton des 5-Oxy-4, 3’-dimethy!. 
3,4’-diiithyl-pyrromethens. Damit stimmt iiberein das Ergebnis de: 
Kupplungsreaktion mit Diazobenzolchlorid. 


Kupplung des O.,-Korpers 


Der O,-Kérper wurde in Chloroform-Methylalkohol suspet- 
diert und mit einer Diazo-benzolchlorid-Liésung gekuppelt. Nach 
Stehen iiber Nacht wurde in Chloroform gegossen und als 
gewaschen. Nach dem Einengen mit Methylalkohol und At 


siiuern mit konzentrierter Salzsiiure krystallisierte der Azofarbstol F 


des Atiokérpers der Neoxanthobilirubinsiiure vom Schmelzp. 203' 


aus. Offensichtlich ist die CO- Gruppe in der Mitte die schwiichste : 


Stelle, an der der Bruch eintrat. 
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In diesem Ergebnis ist eine weitere Stiitze obiger Keton- 
prmel zu erblicken. Interessant war das Ergebnis der Resorcin- 
schmelze. Die freie Base C,,H,,0,N, wurde 15 Sekunden in 
kiedendem Resorcin gekocht. Dann wurde in Wasser gegossen 
und die ausfallenden Flocken nach dem Trocknen mit Chloroform 
extrahiert. Die Chloroformlésung wurde mit Petrolither versetzt, 
nobel zguerst Schmieren und dann ein gelber Ko6rper ausfielen. 
231) fear wurde aus Chloroform-Athylalkohol umkrystallisiert. Dicke, 
23 64 lorange Prismen von unscharfem Schmelzpunkt. Sintern bei 230°, 
23,70. [<chmelzen bei 238°. Zur Analyse mit Ather extrahiert, lange 
im derfehellgelbe, verfilzte Nadeln. 









Subst,: 


yer st 4,270 mg Subst.: 11,195 mg CO,, 2,755 mg H,O. — 2,592 mg Subst.: 
t, dab 0216 cem N, (25°, 717 mm). — 4,652 mg Subst.: 0,669 mg H,0. 

mn der ¢ 11,,0,N, (6242) Ber. C7120 H7ll N899 0 12,85 

) Asser, Gef. ,, 71,50 ae 7-7 » 9,01 ae oy a 


28 (,. 5 
ees Zieht man Yon der Formel C,,H,,0,N, die des Resorcins ab, 


n mit iso bleibt C,,H,,0,N, tibrig, d. h. ie "Kérper hitte 2 Wasserstoff- 
. Bilj. |atome euigonommen, Bestitigt ist aber wiederum der Gehalt von 
3 Sauerstoffatomen und damit ist von vorneherein unwahrschein- 


chein- 

e ump lich, dab etwa eine Spaltung des Molekiils eingetreten ist, eine 

rdizer # Annahme, die die Molekulargewichtsbestimmung widerlegt. Diese 
5 


wurde in der Apparatur von Bobransky und Sucharda durch- 

F gefiihrt. Sie ergab bei einer Einwage von 0,0393 g Substanz in 

ees 7,893 g Chloroform (K = 3,88) eine Siedepunktserhéhung von 0,032°. 

!-OH fF Ber. 624,2. Gef. 603. Mithin ist obige Formel bestiitigt mit 
einer Unsicherheit im Wasserstoffgehalt. 


; Mit Halogenwasserstoffsiure trat keine Salzbildung ein. Die 
thy! | Gmelinsche Reaktion ging von anfangs Orange nach Violett, Blau, 
is de® Grin, Gelb. Offensichtlich ist diese Umkehr der Reaktionsfolge 

' bedingt durch den Resorcingehalt, wobei es offen bleibt, ob es 

sich um eine Molekilverbindung mit Resorcin handelt oder ob das 

'Resorcin sich z. B. an die mittelstiindige Ketogruppe angelagert 
spel: F hat. Wir halten das Entstehen einer Molekiilverbindung folgender 
Nach fF Formulierung fiir méglich, gegebenenfalls unter Reduktion der 

aus: fF Ketogruppe. 
An & OH 
ystofi F H,C——C,H, ‘a H,C,,—_ CH, H,C,—-=CH, 


| 
sae a iv L | && L Jal on oy 


= z= H 
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Neben der Molekiilverbindung konnte aus dem Filtrat obige he 
Petrolatherfallung nach Eindampfen und Versetzen mit Methy). 
alkohol wiederum 5-Oxy-4,3’-dimethyl-3, 4’-diithyl-pyrromethen jy 
krystallisiertem Zustand vom Schmelzp. 194° isoliert werden. Durch 


diese Versuche dirfte die Ketogruppe in der Mitte feststehen, Inf 
pbigen 
} Stun 
Beim 


iibrigen ist der Schmelzpunkt des Dimethoxy-glaukobilins in de 
Veréffentlichung (Diese Z. 265, 20) anzugeben vergessen wordey, 
Er liegt bei 219° (Kofler-Apparatur) und der K6rper ist identisc) 
mit dem von W. Siedel und EK. Grams [Diese Z. 267, 71, (1940) 
als Mesobilipurpurin-dimethylester Xia beschriebenen, nur daj 
unser Verfahren eine bessere Ausbeute ergibt. Was die Kip. 
wirkung der salpetrigen Siure auf Glaukobilin anlangt, so stimme 
hier die Analysenzahlen ebenso gut auf ein Nitrosotripyrren der 


Formel C,,H,,0,N,. Die Reduktion zu einem Amino-oxy-tripyrren 


und die direkte Synthese aus Brom-tripyrrenen mit Nitriten kénnter 
zur Entscheidung fihren. Bei Annahme obiger Hypothese wiirde 
sich auch gut das Entstehen des friiher von H. Fischer bein 





rysta! 
fiure 


nalys 


energischen Abbau des Meso-bilirubinogens mit salpetriger Siure -< 


beobachteten Oxims der Himopyrrolcarbonsiure erkliren, wihrend 
an sich das der Kryptopyrrolcarbonsiure zu erwarten gewesen wire, 


Die hier angefiihrten Versuche sind von Herrn Dr. Reinecke 


durchgefiihrt. Es folgen nunmehr die Versuche von Fraulein Mas F; 


Gangl. 


3,4-Dichlor-3’, 5’-dimethyl-4’-athyl-5-carbathoxy-pyrroketon. I: Bp ac}, 


wurde eine Grignardlésung bereitet aus 0,35 g Magnesium, 1,6 g Athylbromid 
und 15 ecm absolutem Ather. Zu dieser Liésung 14Bt man 1,5 g Krypte- 
pyrrol in 10 cem absolutem Ather langsam zutropfen und erwirmt ar 
Vervolistindigung der Reaktion 2—3 Stunden am Wasserbad. Hierauf sets 
man 15 cem absoluten Ather zu und 1a8t aus der Hiilse 3,3 g 3,4-Dichlor 
5-carbithoxy-pyrrol-2-carbonsiiurechlorid in die Grignardlésung hineinextrs 
hieren. Nach dem iiblichen Zersetzen mit Ammoniumchlorid und Salzsiure 
wird das Keton abgesaugt und mit Wasser und Ather gewaschen. Au 
beute 1,85 g. Zur Analyse wurde mehrmals aus Alkohol umkrystallisiert 
Leicht gelblich gefirbte Rhomben, Schmelzp. 203°. 


3,912 mg Subst. (bei 50° i. Hochy. getr.): 7,700 mg CO,, 1,690 mg H,". 
— 3,533 mg Subst.: 0,250 cem N, (27°, 719 mm). 
C,.H,.0,N,Cl, (357,07) Ber. C 53,77 H5,08 N 7,85 
Gef. ,, 53,68 » 4,83 i tues 


Hydrazonhydrazid. 0,5 g obigen Ketons werden in 3 eem Hydrazit 
hydrat 3 Stunden am Sandbad erhitzt. Nach dem Erkalten fillt' das Hydr 


zonhydrazid krystallisiert aus. Ausbeute 0,35 g Rohprodukt. Zur Analyst j 
wurde mehrmals aus Pyridin umkrystallisiert. Schwach gelb gefiirbt? 


Rhomben, Schmelzp. 225°. 
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4,575 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 7,888 mg CO,, 1,970 mg H,0O. 
3.430 mg Subst.: 0,732 ecm N, (18°, 708 mm). 


C,,H,ON,Cl, (857,10) Ber. C 47,05 H5,08 N 23,54 
Gef. ,, 47,02 , 4,87 ,, 23,32. 


3,4-Dichlor-3’, 5’-dimethyl-4’-athyl-pyrroketon-5-carbonsaure. 0,5 ¢ 
pbigen Ketons werden in 5ecem Alkohol und 5 cem 10°/,iger Natronlauge 
Stunde lang am Wasserbad gekocht, anschliefbend der Alkohol verjagt. 
Boim Erkalten scheidet sich das schwer lésliche gelb gefiirbte Natriumsalz 
rvstallisiert aus. Die Siiure wird in der Siedehitze mit verdiinnter Schwefel- 
Mure ausgefillt. Gelbe Nadeln, Schmelzp. 249° Ausbeute quantitativ. Zur 
nalyse wurde aus Aceton umkrystallisiert. 


4,240 mg Subst. (bei 50° i. Hoehv. getr.): 7,930 mg CO,, 1,500 mg H,0. 
3390 mg Subst.: 0,257 cem N, (24°, 718 mm). 
C,,H,,O,;N,Cl, (329,04) Ber. C 51,06 H 4,29 N 8,51 
Gef. ,, 51,01 17 3,90 1» Gade 
1 Bromierung des 3, 4-Dichlor-3’-5’-dimethyl-4’-athyl-5- carbathoxy- 
pyrroketons. 0,25 g Keton werden in Eisessig mit 0,12 g Brom in Eisessig 


ersetzt. Es fillt ein in farblosen Nadeln krystallisierender Koérper aus, 
welcher mit der von H. Fischer und E. Elhardt dargestellten 3, 4-Dichlor- 


b-carbiithoxy-pyrrol-2-carbonsiiure identisch ist. Zersetzungsp. 275°. 


3,4- Dichlor -3’- methy] - 4’- athyl- pyrroketon - 5, 5’- dicarbonsaure- 


‘ iathylester. 1,4 g 3,4-Dichlor-3’,5’- aye -4'-iithy]-5-carbiithoxy-pyrro- 


eton werden in 20 eem absolutem Aiher mit 1,2 eem Sulfurylchlorid versetzt. 
‘ach mehrstiindigem Stehen wird vom ausgeschiedenen Chlorkérper filtriert, 


das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Chlorkérper krystallisiert in farblosen 
Nadeln vom Schmelzp. 161°, welche sich rasch dunkel firben. Er wird deshalb 
sofort mit Alkohol am Wasserbad verkocht. In gleicher Weise wird der 
hach Verdampfen des Athers verbleibende Riickstand behandelt. Ausbeute 
4c. Der Ester krystallisiert aus Alkohol in farblosen, tadellos ausgebil- 
Meten Rhomben. Schmelzp. 201—202°. 


4,423 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 8,477 mg CO,, 1,902 mg H,O 


9,019 mg Subst.: 0,217 com N, (22°, 720 mm). 


C,.H,50;N,Cl, (415,08) Ber. C 52,04 H 4,86 N 6,7 
Gef. ,, 52,27 5, 4,81 » 6,76. 


3, . Dichlor-3’, 5’-dimethy1l-5-carbathoxy - pyrroketon -4’- propion- 


Baure. 2g 3,4- Dichlor-5- -carbithoxy-2- -carbonsiurechlorid werden mit 1,2 g 


Aryptopyrrol-carbonsiure in 30 cem trockenem Schwefelkohlenstoff suspen- 


iert und mit 1,2 g Aluminiumchlorid portionsweise versetzt. Es wird 
# Stunden am Wasserbad erwirmt. Am nichsten Tag wird mit Eiswasser 
moter guter Kiihlung zersetzt. Der Niederschlag wird filtriert, mit Wasser 
fod Ather gewaschen. Zur Analyse wurde aus Eisessig umkrystallisiert. 
Bchwach gelb gefirbte Prismen, Schmelzp. 210—211°. 


4,330 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.): 7,998 mg CO,, 1,647 mg H,0. 
3,733 mg Subst.: 0,294 cem N, (23°, 721 mm). 
C,,H,,0;N,Cl, (401,07) Ber. C 50,86 H 4,52 N 6,99 
Gef. ,, 50,38 »» 4,26 no TM. 
14* 
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3,4-Dichlor-3’-methyl-4’-athyl-5-carbathoxy-pyrroketon. Es wiih 
eine Grignardlésung bereitet aus 0,52 g Magnesium und 2,4 g Athylbronij y 
in 10 cem absolutem Ather und dazu lift man 2,2 g Opsopyrrol in 10 conf. 
absolutem Ather zutropfen. Zur Vervollstindigung der Reaktion, win , 
2—3 Stunden am Wasserbad erwiirmt. Hierauf gibt man 15 ecm absolute a ~ 
Ather zu und laB8t 5,4 g Sdurechlorid in die Grignardlésung hineinexty, 
hieren. Es wird in tiblicher Weise mit Ammoniumchlorid und Salzgiiyy ih 
zersetzt. Das ausgefallene Keton wird abfiltriert und mit Wasser gewasche, fh 
Zur Entfernung von Schmieren wird mit Benzin (Siedep. 6(0—70°) aus deff B,3- 
Hiilse extrahiert, ein Teil des Ketons geht mit in Lésung. Hierauf wiri inier 
mit Ather extrahiert, woraus sich das Keton in schénen gelben Prisma 
ausscheidet. Durch Aufarbeiten der Benzin- und Athermutterlaugen erhj} 
man ein unreines Produkt, welches auf chromatographischem Wege oe 
reinigt wird. Zu diesem Zweck wird das Keton in Ather gelést und y 
Aluminiumoxyd adsorbiert. Die Verunreinigungen bleiben im obersten Ty 


der Siiule zuriick, wihrend das Keton beim Entwickeln mit Ather mit riz HW 0 
gelber Farbe nach unten wandert. Durch Extraktion mit Ather wird dae * | 
Keton aus dem Aluminiumoxyd herausgelést. Ausbeute 4g. Zur Analyy fh 


wurde mehrmals mit Ather aus der Hiilse extrahiert. Gelbe Prisme,f 
Schmelzp. 184°. : 


3,328 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 0,240 cem N, (22°, 717 mm,R™: 3 


* 


— 4,816 mg Subst.: 3,962 mg Ag(Cl. Dica 
in | 

C,5H,,0,N,Cl, (343,21) Ber. N 8,19 Cl 20,73 ; Was: 

Gef. ,, 7,87 yy «Bao « ’ Schv 
3,4-Dichlor-3’-methyl-4’-athyl-pyrroketon. 3-mal 0,3 g 3, 4-Dichlor E _ 
3’-methy]-4’-ithyl-5-carbithoxy-pyrroketon werden mit je 20cem 10°)ige— 
Natronlauge in 3 Silberhiilsen im Handautoklaven 7 Stunden auf 190—20' 1,0. 
2,11: 


erhitzt. Nach dem Erkalten werden die ausgeschiedenen Krystalle abfiltrier,§ 
das Filtrat ausgeiithert, der Ather eingedampft. Das zuriickbleibende (iF  (, 
krystallisiert nach einigem Stehen. Gesamtausbeute 0,4 g. Zur Analyse wut 
aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Farblose, perlmutterartig schimmernt: ™ 
Blattchen, Schmelzp. 156°. 


Ef pyrre 

4,459 mg Subst. (bei 60° i. Hochv. getr.): 8,747 mg CO,, 1,714 mg H,.% Brom 
4,515 mg Subst.: 0,435 eem N, (29°, 724 mm). F sich 
C,,H,,ON,Cl, (271,02) Ber. C5313 H446 N1034 £f 8 

Gef. ,, 53,50 » 200 oo ST. iti 


3, 3’-Dimethyl-4, 4’- diathyl-pyrroketon-5, 5’- dicarbonsaure-athy! ident 


ester. 6,0 g des reinen Kryptopyrrolketons werden in 75—80 cem absoluteny® 
Ather suspendiert und unter Eiskiihlung mit 18,9 g (7 Mol) Sulfurylchlon 
versetzt. Nach 6 stiindigem Stehen wird der Ather unter AusschluB von Lat 
feuchtigkeit im Vakuum verdampft. Der Riickstand wird mit 25 cem Alkoho 
aufgenommen und verrieben. Wird die Reaktion zu heftig, so kihlt mi 
mit Eis. Nach kurzem Stehen wird abgesaugt, mit Alkohol und Ather ¢ 
waschen. Der so erhaltene Ester wird zur weiteren Reinigung in Alkolt 








aufgeschlemmt und aufgekocht. Man erhilt so ein rein weiSes Produk § 
vom Schmelzp. 202°. Ausbeute 2g. In Alkohol schwer ldslich. F sich | 
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Es wink 3,3’- Dimethyl - 4, 4’- diathyl - pyrroketon-5,5’-dicarbonsaure. 6 ¢ 
ny Ibonifh mobi igen Esters werden in 50 cem Alkohol und 50 cem 10 °/,iger Natronlauge 
10 10 cen 4 Stunden gekocht, anschlieBend der Alkohol am Wasserbad verjagt. Dann 
On, Witte ind mit Wasser verdiinnt, filtriert und die Dicarbonsiure mit verdiinnter 
absoual ‘Kchwefelsiure unter Eiskiihlung ausgefillt. Rein weibes Produkt, Aus- 


neinextry. Bate quantitativ. 


Salzsii a 

bert | 3,3’- Dimethyl] -4,4’- diathyl - pyrroketon (Opsopyrrolketon). 0,2 ¢ 
) aus dere, 3'- -Dimethyl- 4,4’- - ditithyl- pyrroketon-5,5’-dicarbonsiiure werden im Subli- 
rauf wir B castidook im Hochvakuum auf 180° erhitzt. Die Sublimation ist in etwa 
| Prisme ] Tagen beendet. Ausbeute fast quantitativ. Verunreinigungen werden 


edurch Extraktion mit Benzin (Siedep. 60—70°) entfernt, worin das Keton 











ren erhil 
Vege oJ nur schwer léslich ist. Zur Analyse wurde 3 mal mit Ather aus der Hiilse 
und af ‘extrahiert. Farblose Prismen vom Schmelzp. 166°. 






~ ae 3,722 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.): 10,099 mg CO,, 2,690 mg 
P mit rey 1, 0. — 4,359 mg Subst.: 0,467 cem N, (20°, 716 mm). 


wird lai 
rd dai C,,H,,ON, (244,17) Ber. C 73,72 H 8,25 N 11,47 


Analyse wee 

Prisma Gef. ,, 74,00 » 8,09 oo 13,98: 
: 3, 3’- Dimethyl -4, 4’- diathyl - 5, 5’- dibrom-pyrroketon. — 1. Aus 

717 mm, 3 3-Dimethyl-4, 4’- diathyl- pyrroketon-5, 5-dicarbonsdiure. 0,5 g 
‘Dicarbonsiiure werden in 3 ccm Eisessig suspendiert und mit 0,5 g Brom 
‘in leem Eisessig versetzt. CO,-Entwicklung. Nach 1 Stunde wird mit 
Wasser ausgefillt, filtriert und ‘der Niederschlag mit Alkohol aufgekocht. 
‘Schwach gelb gefirbte Prismen, Ausbeute 0,35 g. Zur Analyse wurde 

Dick 3mal mit Alkohol aus der Hiilse extrahiert. Zersetzungsp. 179°. 

D/C HOF 


0°), iger fh 4,391 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. getr.): 7,207 mg CO,, 1,833 mg 
0—209' fF HO. — 5,034 mg Subst.: 0,326 cem N, (22°, 712 mr), — 4,166 mg Subst.: 
vfiltrier, fF 211 ccm n/100 AgNO,. 


ende (IF C,,H,,ON,Br, (401,99) Ber. C 44,78 H 4,51 N 6,97 Br 39,76 
e wurde & Gef. ,, 44,77 ,, 467 , 7,00 ,, 40,63. 
ymernd: 


2, Aus 3, 3’- Dimethyl- 4,4’-diithyl-pyrroketon. 0,48 g Opso- 

. OF es werden in 5 ccm absolutem Ather suspendiert und mit 0,64 g 

og HH,’ Brom in einigen Kubikzentimetern absolutem Ather versetzt. Es bildet 

sich ein Ol, welches beim Anreiben nach */, Stunde erstarrt. Der Nieder- 

| schlag, welcher intensiv gelb gefiirbt ist (wahrscheinlich ein Bromhydrat), 

| wird abgesaugt und sofort mit Alkohol aufgekocht, wobei sich die Farbe 

| authellt. Ausbeute 0,45 g. Zersetzungsp. 179°, ist mit obigem Produkt 
-Athy! : identisch. 


soluten 3,4-Dichlor-pyrrol 50 g 3,4-Dichlor-2, 5-dicarbiithoxy-pyrrol werden 
— _ mit 500 cem 10°/,iger Natronlauge in einem Silbereinsatz im Autoklaven 
a if Stunden auf 160—170° erhitzt. Der Autoklaveninhalt wird filtriert, der 
\ koh ce Niedersehlag, welcher schén krystallisiert ist, mit Wasser gewaschen und 
It mat | anschliefend im Hochvakuum bei 70° sublimiert. Zu diesem Zweck wird 
ner ge die Substanz in ein Reagenzglas gefillt, welches in Wasser von 70° 
wee  eintaucht und an die Hochvakuumpumpe angeschlossen wird. Der obere 
| Teil wird durch Umlegen von feuchtem Filtrierpapier gekiihlt. Dort scheidet 
' sich die Substanz in priichtigen makroskopischen schneeweiSen Prismen ab, 


i. 
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welche an der Luft allmihlich eine bliuliche Farbe annehmen. Das Filth 
wird ausgeiithert, der Ather verdampft. Der dlige Riickstand krystallisiof 
nach einigem Stehen und wird in der angegebenen Weise sublimiert. Ay fe 


beute 60°/, der Theorie. Schmelzp. 74°. 


3,790, 4,244 mg Subst. (bei 70° i. Hochv. sublimiert): 4,785, 5,222 np Li 
CO,, 0,737, 0,735 mg H,O. — 4,652 mg Subst.: 0,433 eem N, (24°, 718 mil 


— 3,589, 3,792 mg Subst.: 4,965, 5,36 eem n/100 AgNO,. 


C,H,NCl, (135,94) Ber. C 35,31 H 2,22 N 10,30 Cl 52,16 
Gef. ,, 34,43 » 218 ys” Teal ,, 49.40 
Bao » 1,94 » BOI: 


Molekulargewichtsbestimmung: 0,00602 g Subst. in 0,08870 g Camphel 


ergaben eine Depression von 20,5°. Mol.-Gew. ber. 136, gef. 132. 


Porphyrinspektrum durch Umsetzung von 3, 4-Dichlor-pyrrol mi 


Chlormethylather. 0,5 g 3,4-Dichlor-pyrrol werden in absolutem Athelh 


gelést und mit einigen Tropfen Chlormethylither versetzt. Zuniichst firh 
sich die Flissigkeit schwach rosa, bei lingerem Stehen immer dunkler mt 
Nach einigen Tagen li8t man den Ather eindunsten und extrahiert da 
schwarzen pulvyrigen Riickstand zuerst mit Ather, dann mit Chlorofom, 
Zunichst kommen Schmieren, schlieBlich erscheint ein deutliches Porphyrin 
spektrum. Nach langem Extrahieren scheiden sich an der Kolbenwanif 
diinne braune Krusten aus, die ein sehr reines Porphyrinspektrum zeigen, 


Diese konnten nur mit konzentrierter Schwefelsiiure in Lisung gebracht : 
werden und zeigten darin ein schénes Porphyrinsalzspektrum. Das Spektrinf 


der Chloroformlésung stimmt mit dem von H. Fischer und E. Elharit 
[Diese Z. 257, 85 .(1939)] bereits beschriebenem Spektrum iiberein. 


Spektrum in konzentrierter Schwefelsiure: 


I. 613,0—600,58; II. 592,4... 574,4—553,2; LI. 549,2; IV. 523,08 











606,79 563,8 
7. 4,880—466,0; End.-Abs.: 444,5; 
477,0 


Reihenfolge der Intensititen: II, V, I, IV, III. 
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iert dae “Ue Oxydation zu Tripyrrylmethenen gelungen. Gerade die Tripyrryl- 

orofome methene aber besitzen ein groBes Interesse, weil F. Wrede und 


rphyrin | A.Rothaas’) das Prodigiosin als ‘Tripyrrylmethen folgender 
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“Synthese eines Tripyrrylmethens und eines Dipyrro-pyrons, 


ein Beitrag zur Konstitution des Prodigiosins 
Von 


Hans Fischer und Klara Gangl 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Dezember 1940) 


Tripyrrylmethane sind von uns schon zahlreiche dargestellt 





H,C-H,C-H,C-H,C-H,C-C-——CH HC——COCH, 
I 





o_o > C . CH 
Ny | er 
H | I 
C CH 
NH II | 
ts 


Oxydierte man Tripyrrylmethane, so trat bisher immer ent- 


_ weder keine Reaktion ein, oder unter Abspaltung eines Kernes Um- 


wandlung zu Dipyrrylmethenen. Wie obige Formel zeigt, ist nun im 
Prodigiosin ein Methoxy-pyrrolrest enthalten, und man kénnte in 
diesem Umstand die Existenzméglichkeit von Tripyrrylmethenen 
erblicken. Das war der Grund, weshalb wir uns zuniichst mit der 
Synthese von Oxydipyrrylmethenen beschiftigten, wobei ja durch- 
aus die Méglichkeit bestand, daB intermediar zunichst ein Tripyrryl- 
methan sich bildete, das dann ja durch Dehydrierung in das 
Methen gegebenenfalls iiberfiihrbar war. Da das Oxypyrrol des 
Kerns II im Prodigiosin schwer zugiinglich ist, beniitzten wir fir 
Modellversuche das ~erhaltnismaiBig leicht erhiiltliche 3-Oxy- 


') H. Fischer u. E. Strobel, Liebigs Ann. 531, 251 (1937). 
*) Diese Z. 226, 95 (1934). 
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5-methyl-4-carbathoxy-pyrrol, das mit Phosgen in das Keton ithe. 
gefiihrt werden sollte; den dritten Pyrrolrest beabsichtigten yi 
dann mit Hilfe der Grignard-Reaktion in das Keton einzufiihrey, 


in anderer Weise. Ks entstand ein schén krystallisierter Kérpe, 
ausgezeichnet durch citronengelbe Farbe und durch Indifferen, 
Die - Analysen waren leidlich mit der Konstitutionsauffassung eines 


Tripyrrylmethens in Einklang zu bringen. Beim Tripyrrylmethe § 


kénnte man aber wohl eine intensivere Farbe erwarten, auch sollte 


Versuche, eine Acetylverbindung zu gewinnen, miBlangen nach dey 
verschiedensten Methoden. Offensichtlich sind also die Oxygruppen 
miteinander in Reaktion’) getreten, und es hat eine Umsetzun 
entsprechend folgender Formulierung stattgefunden: 


H,C,00C— een OH ee '—C——C— COOC,H,; 


ers co.) Se | 
Hc—-C C-H™ -“Hi-G ¢_oH, 


N eee fH 
H NO ‘ 
d 
| Pe, 
H,C,00C—C,—-6 * 0—,C—C00G,H, 
- [uy || 
H,c—Ccs © CG ,C—CH, 
Seer 
NH *Y NH 
O 


Es handelt sich also um ein Dipyrro-pyron, den ersten Ver- 
treter dieser Kérperklasse. Analog der Bezifferung im Dibenz- 
pyron wihlen wir die eingeschriebene Bezifferung, und es handelt 
sich demgem&éB um ein 2,5-Dimethyl-3,4-dicarbithoxy-dipyrro-;- 
pyron. Der Kérper soll noch einer weiteren Bearbeitung unter: 
zogen werden. 


Bei dieser Gelegenheit sei ein Irrtum berichtigt. In der eben zitierten 
Arbeit (S. 63) haben wir angegeben, da8 durch Kondensation von 2, 4-Dimethy!: 


3-carbithoxy-5-formyl-pyrrol mit 3-Oxy-5-methyl-4-carbithoxypyrrol en & 


schon krystallisiertes Methen erhalten wurde, das nicht identisch war mil 
dem Kondensationsprodukt von 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol mit dem 
3-Oxy-5-methyl-4-carbiithoxy-pyrrol-2-aldehyd. Herrn Dr. Hever lieBen wit 
diese Angaben nachpriifen und er stellte fest, daB aus 2, 4-Dimethy]-3-carbith- 
oxypyrrol und 3-Oxy-5-methyl-4-carbithoxypyrrol-2-aldehyd ein Pyrromethes 
entsteht, das aus Athanol in gelb-roten Nadeln beim langsamen Abkiihlen 








) Vel. H. Fischer u. Loy, Diese Z. 128, 65 (1923). 





» hera 
| die 

| Nad 
Phosgen reagierte jedoch mit 3- -Oxy-5-methyl-4-carbithoxypyrrdl f a 
| acht 
| beid 
: punt 
_ der 
| stant 
° ° ° . ; ai 
ein Tripyrrylmethen mit 3 Oxygruppen acetylierbar sein. Alk& 
carl 
| Bed 
| Try 
 erge 
_ gelk 
pyr 
' von 
| den 
bild 
| alde 


3 pyr 


dim 


folg 


' Soe. 









Synthese eines Tripyrrylmethens und eines Dipyrro-pyrons usw. 203 





O iiber. fF jerauskommt. Beim schnellen Abkiihlen krystallisiert es in feinen Nadeln, 
en wirg die nach kurzer Zeit (1—2 Stunden) in die stabile Krystallform, gelb-rote 
fithre, | Nadeln, iibergehen. Aus 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol-5-aldehyd und 
“EE 3-Oxy-5-methy1-4-carbithoxypyrrol entsteht ebenfalls ein Pyrromethen, jedoch 
yPyrrol werden hier beim Umkrystallisieren aus Alkohol nur feine Nadeln beob- 
\Orper, fF achtet. Eine zweite Krystallform bildet sich nicht. Die Schmelzpunkte 
Terenz, | beider Kérper waren jedoch identisch, Schmelzp. 246°, der Mischschmelz- 
r eines punkt ergab keine Depression. Auch die Réntgenanalyse hat die Identitit 

der beiden Pyrromethene erwiesen. Bei der katalytischen Reduktion ent- 
nether ' standen, wie bereits friiher festgestellt, die gleichen farblosen Methane 
| Sollte (Krystallform, Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt waren identisch). 


Alle & 


Nunmehr wurde durch Umsetzung des 3-Oxy-5-methyl-4- 


. den _ carbiithoxy-pyrrol-2-aldehyds mit Kryptopyrrol versucht, unter den 
Ms thy | Bedingungen der ‘Tripyrrylmethansynthese das entsprechende 
on, Tripyrrylmethan zu synthetisieren. Die Versuche verliefen ebenso 


_ergebnislos wie seinerzeit'). Als neu wurde isoliert in schénen 
gelben Nadeln das 3-Oxy-5,3’-5’-trimethyl-4’-iithyl-4-carbithoxy- 
' pyrromethen. Beim freien Methen war keine Tendenz zur Addition 
_yon Pyrrolen*) zu bemerken. Wir beniitzten deshalb nunmehr 
' den schon in obiger Arbeit als sehr geneigt zur Tripyrrylmethan- 
' bildung erkannten 4-Methyl-3-bromvinyl-5-carbonsiure-pyrrol-2- 
_aldehyd und brachten ihn in Reaktion mit obengenanntem Oxy- 
uy. [| pyrrol. Es entstand jedoch wiederum lediglich das 3-Oxy-5,4’- 
-— — dimethyl - 4 - carbithoxy - 3’- w - bromvinyl - 5’- carboxypyrromethen 
folgender Formulierung: 





— Tt BrHC=HC—— om 
ites N N 
ou H I 
ndelt § 
ro-7- & Auffallend sind die Reaktionsbedingungen, unter denen diese 


nter- ® Methenbildung stattfindet. Es geniigt vollkommen, die alkoholische 
_ Lisung der beiden Komponenten zusammenzubringen. Beim kurzen 
‘erteo @ “rwirmen bereits tritt die Pyrromethenbildung ein. 
ethyl Die Anwesenheit der Oxygruppe in f-Stellung begiinstigt 
eo § also in diesem Fall nicht die Tripyrrylmethanbildung, aber eine 
‘ Pa | Labilisierung der Carboxylgruppe. Wahrend bei friheren Um- 
, wire Setzungen obigen Carbonsdurealdehyds die entstandenen carboxy- 
pith & lierten Methene fiir weitere Synthesen nicht brauchbar waren, weil 
the i —__ 


ihlen 1 H. Fischer u. M. Heyse, Liebigs Ann. 439, 249 (1924). 
: *) J.H. Paden, A. H. Corvin u. W.A. Bailey jr. J. Amer. Chem: 
Soe. 62, 2 (1940), 
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der Ersatz des (festgebundenen) Carboxyls durch Brom nicht gelang 
wurde hier nicht nur die Carboxylgruppe durch Brom verdriingt 


sondern es traten sogar noch weitere Bromatome ein. Es bilde; 
sich ein Methen vielleicht folgender Strukturformel: 


eo i a Br, HC—BrHC————CH,Br 
BrH, | CH= Br 
No N-HBr 
H IV 


bei der die Bromatome in der Seitenkette nicht feststehen, dash 
aber fiir weitere synthetische Versuche méglicherweise ein geeignete; 
Ausgangsmaterial darstellt, denn dieses Pyrromethen ist durch & 


auBerordentliche Reaktionsfihigkeit ausgezeichnet. Schon mit Alko. 
hol sowie mit Pyridin tritt sofort Verschmierung ein, deshalb is 
auch bis jetzt die Gewinnung der freien Base nicht gelungen. 
Zahlreiche Tripyrrylmethane wurden auf ihre Oxydation mw 
Tripyrrylmethenen untersucht, jedoch ohne Ergebnis. SchlieBlich 
gelang die Reaktion in guter Ausbeute bei dem schon vor vielen 
Jahren von H. Fischer und P. Ernst?) erhaltenem (4-Brom-. 
methyl-2-carbathoxy) di (2, 4-dimethyl-3-carbithoxy)tripyrrylmethar, 


und zwar mit Hilfe von Bleidioxyd. Erhalten wurde in leuchtend ; 


orange gefarbten, sehr schén ausgebildeten Rauten vom Schmelz. 
punkt 216° das eam Tripyrrylmethen folgender Formt- 
lierung: 














H,C-— H,C=—=C000,H, 
nope J C CH; 
N 
|__CH, 
ra 
H,@ COOC,H, 


Durch den unsymmetrischen Bau des Molekiils ergeben sici 
zwischen den Analysenzahlen des Dipyrrylmethens und des Tr- 
pyrrylmethens so groBe Differenzen, daB die Analyse allein be- 
reits die EKntscheidung iiber das Vorliegen des Tripyrrylmethens 
gibt (vgl. experimenteller Teil). Durch Reduktion mit Natriun- 
amalgam im sauren Medium konnte die Riickverwandlung zum 
Tripyrrylmethan vorgenommen werden. In weiterer Bestiitiguns 
dieser Konstitutionsauffassung wurde durch Kinwirkung von Brom 
in Kisessig auf das Tripyrrylmethan das am Methankohlenstoi 





) H. Fischer u. P. Ernst, Liebigs Ann. 447, 157 (1926). 
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sitzende 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol abgespalten, und es 


resultierte in gut krystallisiertem Zustand das bromwasserstoff- 


krystallisiertes Perchlorat. Obiges Tripyrrylmethen gibt ebenfalls 


' mit Uberchlorsiure ein schon krystallisiertes Perchlorat, das, in 
 Chloroformlésung mit Ammoniak durchgeschiittelt, das Tripyrryl- 

| methen zuriickgab. 
n, das & 
Shetes ® siertem Zustand isoliert und die Existenzméglichkeit der Tri- 
' pyrrylmethene erwiesen worden. Allerdings sind nicht alle Kigen- 
i Alko. | schaften unseres Tripyrrylmethens identisch mit dem von Wrede. 
'Wrede beschreibt ein schén krystallisiertes Zinksalz mit einem 
| charakteristischen Streifen in Blau; bei uns deutete lediglich 
' eine entstehende charakteristische Absorption auf die mdgliche 
| Entstehung von Zink- oder Kupfersalzen, aber in krystallisiertem 
' Zustand konnten Komplexsalze bis jetzt nicht isoliert werden. 
| Natiirlich spricht dieser negative Befund in keiner Weise gegen 
' die Konstitutionsauffassung des Prodigiosins als Tripyrrylmethen, 
‘denn die ginzlich unsymmetrische Anordnung im Prodigiosin 
kann natiirlich weitgehend verschiedenes Verhalten bedingen. Die 
| Konstitutionsfrage des Prodigiosins ist nunmehr durch Synthese 
| obigen Stoffes selbst zu lésen, nachdem die Existenzméglichkeit 


Somit ist zum erstenmal ein Tripyrrylmethen in krystalli- 


von Tripyrrylmethenen experimentell erhirtet ist. 
Vorliufig haben wir fiir die Gewinnung einer Komponente 


_ des «-Methyl-8-n-amyl-pyrrols ein bequemeres Verfahren aus- 
| gearbeitet, als Wrede und Rothaas beschrieben haben’), und 
| zwar fihrten wir in 2-Methyl-5-carbathoxy-pyrrol nach der 
' Friedel-Craftsschen Reaktion mit Hilfe von Valerylchlorid den 
| Valerylrest ein und erhielten so in schén krystallisiertem Zu- 
_ stand 2-Methyl-3-valeroyl-5-carbithoxypyrrol vom Schmelzp. 123°. 
_ Dieses wurde der katalytischen Reduktion unterzogen und hierbei 
das ebenfalls gut krystallisierte 2-Methyl-3-amyl-5-carbithoxy- 
| pyrrol erhalten vom Schmelzp. 54°. Durch Verseifen wurde hier- 
durch die freie Siure erhalten, die durch 2stiindiges Erhitzen 
' In Wasser unter RiickfluB decarboxyliert wird. Das durch Aus- 
' ithern und Eindampfen gewonnene Pyrrol siedet bei 119° bei 
' 15mm Druck. Die Untersuchung wird fortgesetzt. 


—_— 


) a. a. O., S. 104 ff. 
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Anmerkung bei der Korrektur: 


Inzwischen konnte noch das (4-Brom-3-methyl-2-carbithoxy}. 


di(2,4-dimethyl-3-acetyl)-tripyrrylmethan vom Schmelzp. 246° und 
durch Oxydation das zugehérige Methen vom Schmelzp. 225° jp 
krystallisiertem Zustand isoliert werden. 


Versuche 


2,5-Dimethyl-3,4-dicarbathoxy-dipyrro-y-pyron. 3g 3-Oxy-5-methy). 
4-carbithoxy-pyrrol werden in 50 ccm absolutem Toluol zum Sieden erhitzt, 
Hierauf wird die Flamme entfernt und '/, Stunde lang ein mifiger Phosgen.- 
strom eingeleitet. Zunichst erfolgt Lésung, dann fiillt ein griinlich ge. 
firbter Kérper aus. Nach dem Erkalten wird abgesaugt. Ausbeute 1,8 y, 
Der Kérper ist schwer léslich in allen organischen Lésungsmitteln. Zur 
Analyse wurde dreimal aus Pyridin umkrystallisiert. Schmelzp. 302°. Schone 
citronengelbe Nadeln. 


4,840 mg Subst. (bei 70° i. Hochy. getr.): 10,395 mg CO,, 2,230 mg 
H,O. — 4,215 mg Subst.: 0,313 cem N, (25°, 721 mm). — 4,318 mg Subst.: 
5,899 mg AgJ. 

C,,H,,O,N, (346,15) Ber. C 58,93 H 5,24 N 8,09 OC,H, 26,02 
Gef. ,, 58,57 ,, 5,16 ,, 8,07 » 26,20. 


3-Oxy-5,3’, 5’-trimethyl-4’-athyl-4-carbathoxy-pyrromethen. 0,5 
3-Oxy-5-methyl-4-carbithoxy-pyrrol-2-aldehyd werden mit 0,6 g Kryptopyrrol 
zu einem Brei innig verrieben und iiber einer Sparflamme vorsichtig durch- 
geschmolzen. Dann setzt man etwas fein pulverisiertes entwissertes Kaliun- 
bisulfat zu und entfernt die Flamme. Es tritt Aufschiumen ein und vull- 
stiindige Verfliissigung der Masse. Vor dem Erstarren wird mit Alkohol 
verrieben. Absaugen, zur Entfernung von Kaliumbisulfat mit Wasser aus- 
kochen. Krystallisiert aus Alkohol in schénen gelben Prismen. Zur Analyse 
wurde mehrmals aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 204°. 


4,159 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.): 10,132 mg CO,, 2,660 mg 
H,0O, 0,047 mg Asche. — 3,448 mg Subst.: 0,306 cem N, (23°, 716 mm). — 
3,050 mg Subst.: 2,257 mg AgJ. 

C,,H..0,N, (302,20) Ber. C 67,51 H 7,34 N 9,27 OC,H; 14,95 
Gef. ,, 67,20 ,, 7,24 ,, 9,64 Bee. 


3 - Oxy - 5, 4’- dimethyl-4-carbathoxy -3’- w- bromvinyl -5’- carboxy- 
pyrromethen. 0,65 g 3-Oxy-5-methyl-4-carbithoxy-pyrrol und 1 g 4-Methy!- 
3(@-bromviny]l)-5-carbiithoxy-pyrrol-2-aldehyd werden in Alkohol am Wasser 
bad erhitzt. Zuniichst erfolgt Loésung, dann fallt alsbald ein orange ge 
fiirbter, in Prismen krystallisierender Kérper aus. Ausbeute 1,3 g. Das 
Methen ist in allen organischen Lisungsmitteln sehr schwer léslich. Zu 
ee wurde mehrmals aus Pyridin Soe oe Schmilzt nicht bis 310°. 


,259 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 2mg CO,, 1,525 mg H,0. 
— oni mg Subst.: 0,328 cem N, (24°, 719 ae 
C,,H,,0;N,Br (409,06) Ber. C 49,87 H 4,19 N 6,85 
Gef. ,, 49,80 ,, 4,01 ,, 7,16. 
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3-Oxy-5,4’-dibrommethy] - 3’ (a-brom-/-dibromathyl)-4-carbathoxy- 
5/-brom-pyrromethen-hydrobromid. 0,4g obigen Methens werden in Kis- 


 essig suspendiert und mit 0,2 cem Brom (= 4 Mol) in Kisessig versetzt. 
' £ erfolgt Erwirmuug und lebhafte Gasentwicklung. Nach einigem Stehen 
' wird abfiltriert. Ausbeute 0,75 g. Der Kérper ist leicht zersetzlich und 
' kann nur unter groBen Verlusten aus Eisessig umkrystallisiert werden. Er 


wird in heiBem Eisessig méglichst rasch gelést und filtriert. Zur Analyse 
wurde zweimal aus Eisessig umkrystallisiert. Leuchtend rote Blittchen, 


Zersetzungsp. 153°. 
4,260 mg Subst. (bei 50° i. Hochv. getr.): 3,709 mg CO,, 0,877 mg H,0. 
— 5,111 mg Subst.: 0,154 eem N, (24°, 727 mm). — 3,333 mg Subst.: 3,83 ecm 
n/100 AgNO. 
C,,H,;0,N.Br, (842,54) Ber. ‘C 22,79 H 1,79 N 3,32 Br. 66,40 
Gef. , 23,03 , 2,30 , 3,31 ,, 68,65. 


(4- Brom -3-methyl-2-carbathoxy)-di(2,4-dimethyl-3-carbathoxy)- 
tripyrrylmethen. 1 g (4-Brom-3-methyl-2-carbiithoxy)-di (2,4-dimethyl-3-carb- 


{ ithoxy)-tripyrryl-methan wird in 40 ccm Eisessig mit 4 g Bleidioxyd eine 
- Stunde lang geschiittelt. Es tritt intensive Rotfiirbung auf. Hierauf wird 


yom Bleidioxyd abfiltriert, die Eisessiglésung in '/, Liter Chloroform ge- 
geben und mit Wasser, dem etwas Ammoniak zugesetzt wurde, eisessigfrei 


gewaschen. Dann wird noch zweimal mit Wasser gewaschen. Die Chloro- 


formlésung wird eingedampft, der Riickstand mit Alkohol aufgenommen 
und kurz aufgekocht. Das Tripyrryl-methen scheidet sich alsbald in schén 
krystallisiertem Zustand aus. Ausbeute 0,9 g. Zur Analyse wurde aus Alko- 
hol umkrystallisiert. Leuchtend orange gefiirbte, sehr schén ausgebildete 
Rauten. Schmelzp. 216°. 

3,418 mg Subst.: (bei 60° i. Hochv. getr.): 7,091 mg CO,, 1,720 mg H,0. 
— 3,613 mg Subst.: 0,229 cem N, (24°, 721 mm). — 4,178 mg Subst.: 5,134 
mg AgJ. — 4,590 mg Subst.: 0,81 ecm n/100 AgNO. 


C,3H,,0,N,Br (409,1) 
Auf Dipyrryl-methen Ber. C52,80 H5,17 N6,85 Br19,53 OC,H, 22,02 
C,,H3,.0,N,Br (574,10) 
Auf Tripyrryl-methen Ber. ,, 56,43 ,,5,62 ,, 7,32 ,, 13,92 ~ wae 
Gef. ,, 56,55 ,,5,63 ,,6,91 ,, 14,10 ‘ 23,57, 


Reduktion des (4-Brom-3-methyl-2-carbathoxy)-di(2,4-dimethy]l- 
3-carbathoxy)-tripyrryl-methens zum Tripyrryl-methan. 50 mg Tripyrry]- 
methen werden in Eisessig unter Erwiirmen gelést und Natriumamalgam 
portionsweise eingetragen, so daB der Eisessig im Sieden bleibt. Ist die 
Lésung nur mehr schwach rot gefirbt (vollkommene Entfirbung ist wegen 
der Sauerstoffempfindlichkeit des Tripyrryl-methans nicht erreichbar), so wird 
das entstandene Tripyrryl-methan mit Wasser ausgefallt. Es wird aus Alko- 
hol umkrystallisiert und bildet farblose Prismen, welche sich an der Luft 
rasch rosa firben. Schmelzp. 217°. Gibt mit dem in iiblicher Weise dar- 
gestelltem Tripyrryl-methan keine Depression. 


3- Brom -4,3’,5’-trimethyl-5, 4’- dicarbathoxy- pyrromethen - hydro- 
bromid. 0,58 g (4-Brom-3-methyl-2 carbithoxy)-di(2, 4-dimethyl-3-carbithoxy)- 
tripyrryl-methan werden in 10 ccm absolutem Ather suspendiert und mit 
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0,16 g Brom in 2 cem absolutem Ather unter starkem Riihren versetzt, 
Der rote Niederschlag wird nach einigem Stehen abgesaugt und mit Ather 
gewaschen. Ockerfarbene Nadeln, Ausbeute 0,55 g. Das Methen 1a8t sich 
nur unter groBen Verlusten aus Eisessig umkrystallisieren. Zur Analyse 
wurde dreimal aus Eisessig umkrystallisiert. Schmelzp. 163°. 


4,674 mg Subst. (bei 50° i. Hochy. getr.): 7,593 mg CO,, 2,015 mg H,0, 
— 5,133 mg Subst.: 0,268 cem N, (27°, 717 mm). — 3,882 mg Subst.: 
1,660 eem n/100 AgNQ,. 
C,,H.,0,N,Br, (490,02) Ber. C 44,08 H 4,52 N 5,72 Br 32,62 
Gef. ,, 44,31 ,, 4,82 ,, 5,60 ,, 32,94, 


Die freie Base wird erhalten, wenn man das Bromhydrat in Chloroform 
lost, mit Soda durchschiittelt und das Chloroform eindampft. Schmelzp. 132° 


(4-Brom-3-methyl-2-carbathoxy)-di (2,4-dimethyl-3-carbathoxy,. 
tripyrryl-methen-perchlorat. 0,4 ¢ Tripyrrylmethen werden in Chloroform 
gelist und am Wasserbad zum Sieden erhitzt. Dann wird Uberchlorsiiure 
zugesetzt und kurz aufgekocht. Es tritt Farbvertiefung ein. Die Chloroform. 
lésung wird mehrmals mit Wasser gewaschen, auf kleines Volumen einge- 
engt und mit Ather versetzt. Nach einigem Stehen scheidet sich das Per. 
ehlorat in schénen roten Prismen mit griinem Oberfliichenglanz aus, welche 
zu Drusen verwachsen sind. Ausbeute 0,4 g. 

Zur Analyse wurde dreimal aus Chloroform-Ather umkrystallisiert, 
Zersetzungsp. unscharf bei 180°. 


3,792 mg Subst. (bei 60° i. H. V. getr.) 6,675 mg CO,, 1,699 mg H,0. — 
3,939 mg Subst.: 0,221 cem N, (23°, 713 mm). 
C,,H330,.N,;CIBr (674,65) Ber. C 48,03 H 4,93 N 6,23 
Gef. ,, 48,01 »» 4,99 » Bi. 


Riickfiihrung des Perchlorats in das (4-Brom-3-methyl-2-carbath- § 


oxy)-di (2,4-dimethyl-3-carbathoxy)-tripyrrylmethen. 50 mg des Per. 
chlorates werden in Chloroform gelést und mit verdiinntem Ammoniak dureh- 
geschiittelt. Hierauf wird einige Male mit Wasser gewaschen. Die Chloro- 
formlésung wird auf kleines Volumen eingeengt und mit Alkohol versetut. 
Es scheidet sich die freie Base in schén krystallisiertem Zustand aus. Gibt 
im Mischschmelzpunkt mit (4-Brom-3-methyl-2-carbithoxy) di (2, 4-dimethyl-s- 
carbithoxy)-tripyrrylmethen keine Depression.’ 

Von dem von H. Fischer und P. Ernst [Liebigs Ann. 447, 157 (1926) 
dargestelltem Tripyrrylmethan wurde damals nur eine Stickstoffbestimmung 
ausgefiihrt. In Ergiinzung wurden jetzt auch Kohlenstoff und Wasserstof 
bestimmt, die Resultate sind: 


3,917 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.) 8,155 mg CO,, 1,967 mg H,0. 
C,,H,,0,N,Br. (572,17) Ber. ©5663 H 5,28 
Gef. » 06,78 »» 0,602. 


Valeroylchlorid’). In 100g n-Valeriansiure la8t man 200 g Thionyl- 
chlorid eintropfen. Reaktion erfolgt bereits bei gewéhnlicher Temperatur 





') Fiir die Durchfiihrung dieses und der folgenden Versuche danken 
wir Herrn H. M. Fischer bestens. 
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Synthese eines Tripyrrylmethens und eines Dipyrro-pyrons usw. 9209 
: an kocht noch 2 Stunden auf dem Wasserbad, destilliert dann das iiber- 
chiissige Thionylchlorid ab. Durch dreimalige Fraktion erhilt man 70 g 
Heines, bei 125—128° iibergehendes Siurechlorid. 


_  Q-Methyl-3-valeroyl-5-carbathoxy-pyrrol. 76 g 2-Methyl-5-carbiith- 
oxypyrrol (Schmelzp. 98°) werden in 1 Liter-Kolben in 500 cem Schwefel- 
kohlenstoff aufgeschlammt und dazu 101 g Valerylchlorid gegeben. Unter 
RickfluBkiihlung werden innerhalb 2—3 Stunden 105 g AICI, (sublimiert und 
igepulvert) zugegeben. Heftige Reaktion unter HCl-Entwicklung setzt sofort 


fin. Die Reaktion wird durch AICl,-zugabe in Gang gehalten. Nach jeder 


Mugabe schiitteln, da sonst das AIC], in dem sich bald abscheidenden, 
Mchweren Ol unwirksam wird. Die letzten Anteile werden unter Erwiirmen 
‘auf dem Wasserbad zugegeben. Danach wird 2—3 Stunden gekocht, bis 


Chlorwasserstoff-Entwicklung beendet ist. Dann iiber Nacht stehen lassen. 
Der Kolbeninhalt hat sich getrennt in eine dunkle élige Masse und den 
Mariiberstehenden Schwefelkohlenstoff, der abgegossen werden kann. Die 


Hdunkle Masse wird mit 300—400 cem Ather iiberschichtet. Wichtig ist, dab 


‘ie Zersetzung des AlC],-Additionsproduktes des Valeroylpyrrols und des iiber- 


ischiissigen AICI, mit H,O vorsichtig unter Riickflu8 und Kiihlen des Kolbens 


3p Lis-Kochsalzmischung gemacht wird. Spiiter wird bei gewéhnlicher Tem- 
peratur unter Umriihren der ziihen Masse zersetzt. Der Kolbeninhalt wird 
in Scheidetrichter gegossen und 4 mal ausgeithert ohne Riicksicht auf das 


Fausgeschiedene Aluminiumhydroxyd. Der Ather wird mit gegliihtem Na,SO, 
‘getrocknet und destilliert. Das Valeroylpyrrol scheidet sich zuerst in weiBen, 
dann in rotbraunen Krystallen aus. 2maliges Umkrystallisieren ergibt 
‘weibe, gliinzende, lange Nadeln. Schmelzp. 123°. 


Ausbeute an Rohprodukt 75 g. 


C,sH,.O,N (237,15) Ber. C 65,82 H802 N 5,91 
Gef. ,, 65,68 ,, 7,84 ,, 5,64. 


2-Methyl-3-n-amyl-5-carbathoxy-pyrrol. 27 ¢ des Valeroylpyrrols 


‘wurden in 3 Ansiitzen mit der gleichen Menge Sprit gelést und im Schiittel- 
‘autoklaven bei 180—185° katalytisch hydriert. Das beim Erkalten aus- 
‘krystallisierende Produkt wurde in warmem Alkohol gelést und durch 
Tiltrieren vom Katalysator getrennt. Nach dem Eindampfen krystallisiert 
‘unter Eiskiihlung ein farbloser Stoff. — Die Lésung firbt sich nach lingerem 
Stehen etwas gelb. 


Ausbeute an Reinprodukt 16 g, Schmelzp. 54°. 


C,,H,,0,N (223,17) Ber. C6996 H942 N 6,28 
Gef. ,, 69,61 ,, 911 ,, 6,46. 


Zur Darstellung des freien Methyl-amyl-pyrrols wird durch 3 stiindiges 


-Kochen mit 10°/,iger methylalkoholischer Kalilauge verseift und der Alkohol 
abdestilliert, mit Wasser versetzt und die freie Siiure mit verdiinnter Salz- 
siure gefillt. Die freie Saiure l1é8t sich durch 2 stiindiges Kochen mit 
| Wasser am RiickfluBkiihler decarboxylieren. Nach dem Erkalten macht 
‘man alkalisch und athert das Pyrrol aus. Der Ather wird getrocknet, ver- 
‘dampft und der Riickstand destilliert. Siedep. 119° bei 15 mm Druck. 
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; (Aus den wissenschaftlichen Laboratorien von E. Merck, Darmstadt) & hr 
mort 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Dezember 1940) 


diese 

ob d, 

Die Isolierung eines antineuritisch wirksamen Oxydation.—Rb2v. 
produktes des Aneurins!), dem die Konstitution eines Disuliif 

zukommt rip 

N N irk 

HSC D_NH, CHO cHo uN—-O | (OED ie] 

| | | | | | physi 

DR Fe Ae ie 

we ae, = aE, ta e 2, = 


| | zz 
CH,-OH CH,OH : 
I 
legte die Vermutung nahe, daB das Aneurin selbst 


N,. ,NH,.(HCl) 
ae fee rn 
NG C CH—S 
| | | | 

N C N C—CH,—CH,-0OH 


NCH? cu, “a 


8 CH, 


die reduzierte Form eines Redox-Systems: Aneurin—Aneurindisulii 
darstellt, daB also die Funktion des Aneurins als Biokatalysato 
nicht unbedingt auf die Hydrierbarkeit der Doppelbindung at 
quartiren Stickstoff des Thiazolringes zuriickzufiihren sein mui’ 

Es erschien somit nicht ausgeschlossen, daB es sich bei 
Aneurin um ein Redox-System nach Art bekannter Systeme wi 
Cystein—Cystin oder GSH—GSSG handelt. 

Im folgenden werden weitere Beobachtungen mitgeteilt, durch 
die diese Annahme an Wahrscheinlichkeit gewinnt, so daB si 








1) Zima u. Williams, Ber. chem. Ges. 73, 941 (1940). ~ 
2) Lipmann, Nature (Lond.) 183, 1097 (1936). 
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innseres Krachtens nunmehr auch das Interesse von Physiologen 
nnd Klinikern gewinnen kann. 
| Zima und Williams (a. a. O.) haben das Aneurindisulfid 
gurch Oxydation einer alkalischen Lésung des Aneurins mit Jod 
erhalten und gezeigt, daB das Aneurindisulfid durch Zinn—Salz- 
giure wieder zu Aneurin reduzierbar ist. 
_ Solange die Oxydation des Aneurins zum Disulfid und die 
R eduktion des Disulfids zu Aneurin nur in dieser Weise aus- 
fibrbar ist, ist die Annahme einer physiologischen Bedeutung 
dieser Reaktion unwahrscheinlich. Es wurde darum untersucht, 
q ~ Aneurin auch unter anderen Bedingungen einer Oxydation 
lation. (abv. Dehydrierung zuginglich ist. 
isulfid { Wie an anderer Stelle mitgeteilt werden wird, gelingt die 
Boe Darstellung des Aneurindisulfids auch durch Ein- 
pirkung von Wasserstoffsuperoxyd oder Luftsauerstoff auf Aneurin. 
EEDie Bildung von Aneurindisulfid laBt sich auch unter annihernd 
physiologischen Bedingungen, nimlich durch Einwirkung von 
: Wasserstofisuperoxyd in stark verdiinnter Liésung bei einem 
}, = 1.5 nachweisen. 
j Schon in der 1. Mitteilung (Zima und Williams, a. a. O.) 
war ferner die Beobachtung berichtet, dab Aneurindisulfid bei 
der Behandlung mit Alkali. eine Zersetzung erleidet, daB aber 
fus den Reaktionsprodukten wieder Aneurin isoliert w erden kann. 
Es muB hierbei also eine teilweise Hydrierung des Aneurindisulfids 
erfulgt sein. Unter den Zersetzungsprodukten dieser Reaktion 
fhitt auch Schwefelwasserstoff auf. Aneurindisulfid wird auch, 
We wir spiter feststellen konnten, durch Schwefelwasserstoff zu 
Aneurin reduziert. Bemerkenswert ist, da8 Glutathion ein dhn- 
ches Verhalten zeigt, so daB diese Reaktion von Kiji Fujita 
isulfi,jod Isamu Namuta!) zur Bestimmung des Gesamt-Glutathions 
ysator in Blut und Organen verwendet wurde, 
ig al Uberraschend aber ist unsere Feststellung, daf Aneurin- 
mub'fedisulfid unter rein physiologischen Bedingungen durch Cystein 
beim oder Glutathion quantitativ zu Aneurin baw. gu der Zwischen- 
e wietorm des Aneurin—Thiols reduziert wird. 
| Gibt man zu Lésungen von Aneurindisulfid, das in simtlichen 
durch tier angefiihrten Versuchen in Form seines salzsauren Salzes 
B si¢ Terwendet wurde, Lésungen von Cystein, so fillt bei geniigender 
Konzentration in wenigen Sekunden das schwer lisliche Cystin 


- 


] 
v 
: 
B 


') A. Kiji Fujita u. Isamu Namuta, Biochem, Z, 299, 262 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 267 15 
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aus. Aus der Reaktionslésung liBt sich das salzsaure Salz df 
Aneurin—Thiols 
N , NH, - HCI 


H,Q. / 
ae. & CHO SH 
N oO N  C—CH,—CH,-OH 


NCH” cH, \c# 















UI CH, 


isolieren. Die Geschwindigkeit der Reaktion ist von der Vuh 
diinnung abhingig und labt sich durch Anwendung eines Ube, 
schusses der einen oder anderen Komponente beschleunigen., 

Bei Glutathion liegen die Verhialtnisse 4bnlich, nur dab biel 
auch schon in relativ konzentrierten Lésungen die Reduktiy; 7 
des Disulfids langsamer verliuft. i 

Das bei der Reduktion des Disulfids durch Cystein bal, 
Glutathion entstehende Aneurin—Thiol (III) wird durch Siure 
in Aneurin iibergefiihrt, das sich durch Oxydation mit Kaliun. 
ferricyanid in stark alkalischer Lésung in Thiochrom iberfihra 
und mittels der bekannten Fluorescenz-Reaktion exakt nachweisa 
und bestimmen laB8t. Aneurindisulfid selbst gibt bei der itblichajh® 
Art der Ausfihrung dieses Testes nur eine minimale, in jedeh 
Fall zu vernachlassigende Thiochrom-Reaktion, die wahrscheinlic 
auf eine geringfiigige Zersetzung des Disulfids bei der Behandluy 
mit der fiir die Thiochrom-Reaktion notwendigen, starken Alka 
lauge zuriickzufihren ist. 4 

Wie durch Cystein und Glutathion wird Aneurindisulfid aul 
durch Blut, Liquor und Gewebebrei reduziert. Da sich das dab 
entstehende Aneurin mittels des Thiochromtestes messen 1]ABt, bil 
man mit dieser Methode die Méglichkeit, einen Reduktionswerfit, 
des Blutes zu bestimmen, der wahrscheinlich einem SH-Spieg? 
zuzuschreiben ist und somit wohl in der Hauptsache auf den Gluti- 
thiongehalt des Blutes oder der Gewebe zuriickzufiihren sein wil 

Ascorbinsiiure zeigt unter den gleichen Bedingungen welt 
in vitro noch im Organismus einen EinfluB auf die Aneurindisulfit 
Reaktion. Die Reaktion mit Aneurindisulfid ist also sicher spez: 
fischer als die titrimetrische Bestimmung des Glutathions mit Joi 
wenngleich auch diese Methode durch Kombination mit Zerstirut! 
der Ascorbinsiéure durch Ascorbinsiiure-Oxydase') an Spezifiti™ 
gewonnen hat. | 














') A. Kiji Fujita u. Isamu Namuta, Biochem. Z. 299, 249 (1938). 
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In den im experimentellen Teil folgenden Tabellen haben 


1 ir den gefundenen Aneurinwert im Hinblick auf die grobe Wahr- 
scheinlichkeit des Zusammenhangs mit Glutathion als Glutathion 
perechnet angegeben. Wir erhalten Zahlen, die gréBenordnungs- 
mifig mit den von A. Kiji Fujita gefundenen iibereinstimmen. 
Die Reduktion des Glutathions wird dabei ohne vorhergehende 
RiweiBfallung vorgenommen. Die Reaktion ist so empfindlich, daB 
sie schon mit 0,005 ccm Blut ausgefiihrt werden kann. 


der Ve So ermittelte Reduktionswerte in Blut zeigen fiir die einzelnen 
23 Uber. Nicrarten eine auffallende Konstanz. Wie sich die Reduktions- 
gen. i yerte in pathologischen Fallen verhalten, haben wir nicht unter- 
daB hiei@ucht. Der Gehalt von Organen an reduzierender Substanz ist 
eduktinfiyerschieden und in der Leber am gréBten. 
in bre Wir haben schon eingangs erwihnt, daB Aneurin in ver- 
. “innter Lésung bei Py = 7,5 durch Wasserstoffsuperoxyd in 
K ie Disulfid iiberfiihrbar ist. 

alll 
erfihraye  Aneurin muB also unter diesen Verhiltnissen wenigstens zum 
hweiseyeeil als Thiol III vorliegen, daneben kénnte noch die Pseudobase LV 
iblichaeevorhanden sein. ‘a 

jeden a 
‘and CHO SH CHS 
andi N  C—CH,—CH,-OH N C—CH,—CH,-0H 
Alkali \cu,/ No \cu,/ \c7 

| 

1 aie CH, Ill CH, IV 
Ss dabe Sicher ist, daB Aneurin im Blut nicht in Form seines HCl- 
iBt, hu Salzes II silage kann. Man ist berechtigt, anzunehmen, dab 
onsweauch im Blut eine Umwandlung des Aneurins in der angedeuteten 
Spiege R ichtung erfolgt. Diese Umwandlung diirfte bei intravenéser Ver- 
a | ibreichung von Aneurin nur langeam vor sich gehen. 
n will 

wee Untersuchungen iiber den Aneurinspiegel des Blutes nach 
‘oulfd nntravendsen Aneuringaben haben gezeigt, daB dieser schnell an- 
- spesi steigt und wieder schnell absinkt. Aneurindisulfid wird im Blut 
‘it Jod sehr schnell in die ,,aktiven“ Formen III und IV iibergefiihrt. 


strung 
ezifitil 


Auch hier steigt der Aneurinspiegel des Blutes zuniichst schnell 
an, bleibt dagegen aber langere Zeit, als es beim Aneurin der 


Fall ist, erhéht. Das Aneurin verschwindet in diesem Falle lang- 
Samer. Kin gleiches Verhalten laBt sich an der Ausscheidung 
‘on Aneurin im Harn feststellen. 


15* 
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Kine Nachpriifung der antineuritischen Wirksamkeit dg 
Aneurindisultids ergab, daB es im Heilversuch an Tauben nach 


Kinnersley und Peters und im Gewichtstest an Ratten, mode 
fiziert nach Hofmeister (vgl. Moll, Merck’s Jahresber. 1935, S.57, Wr 
en vv! 


per os und nach subcutaner Darreichung die gleiche Wirksamk 
besitzt wie Aneurin. Der urspriinglich erhobene Befund (Zim; 
und Williams, a. a. Q.), daB Aneurindisulfid nur 60—70°/ de 
Wirksamkeit des Aneurins besitze, ist wohl darauf zuriickzufibrey i 
daB in den damals beschriebenen Versuchen das freie Disulfi 
verwendet wurde, das in verdiinnten, wiBrigen Lésungen wal. 
scheinlich nicht bestindig ist, wihrend jetzt, wie schon gesag, 
das salzsaure Salz des Disulfids in Anwendung kam. 

Das Aneurindisulfid zeichnet sich ferner durch eine bemerken:. 
werte Ungiftigkeit aus, die sogar die an sich schon geringe Giftig. 
keit des Aneurins (Molitor, Merck’s Jahresber. 1936, S. 51) noci 
erheblich iibertrifft. Aneurindisulfid hat qualitativ die gleich 
Giftigkeit wie Aneurin, jedoch betrigt die tédliche Dusis nach 
i. vy. Kinspritzung bei der Maus etwa 600mg statt 125 mg fiir Anew, 


iede 


Experimenteller Teil 


Reduktion des Aneurindisulfids mit Cystein. Kine Lésu% 
von 2g Aneurindisulfid (2 HCl) in 10 com Wasser von 80° wilh 
eine Lésung von 0,76 g Cystein in 10 ccm Wasser von 60° wurde 
bei 30° zusammengegossen. In wenigen Sekunden fiel das ent-® 
standene Cystin aus. Nach 1 Stunde wurde das Cystin abgesaug i | 
Das Filtrat wurde im Vakuum iiber P,O, eingedunstet. Der kry- iy) yy 
stalline Riickstand wurde in 96°/,igem Alkohol heiB gelést. Awl, 
dem Filtrat schied sich nach Atherzusatz das Reaktionsproduktiip,.4, 
aus (1,2 g). Die Substanz wuide noch einmal aus 96°), Alkohlfe ~ 
umgereinigt und im Vakuum (1 mm) bei 80° getrocknet. Di 
Substanz verlor dabei 6,52°/, an Gewicht. 





6,225, 6,584 mg Subst.: 10,310, 10,885 mg CO,, 3,155, 3,495 mg H,0. - 
6,121 mg Subst.: 0,936 eem N (25°, 751 mm). 


C,,H,¢0,N,SC1 (318,7) Ber. © 45,18 H 5,99 N 17,58 & 
Gef. ., 45,17, 45,09 ., 5,67, 5,94 ,, 17,31. i | 

Die Geschwindigkeit der Oxydation des Cysteins zu Cystine 1 

ist von der Konzentration der angewandten Lésungen. abhangis & 
Verschiedene Mengen n/1U-molarer Liésungen von Cystein (Mol. 
Gew.121) A und Aneurindisulfid (Mol.-Gew.635) B wurden gemischt 
Nach 10 Minuten wurde jeweils mit je 5 ccm 16°/, Schwefelsiurt 











Uber das Aneurindisulfid 915 










ngesiuert und mit n/10-Jodlésung das unverbrauchte Cystein 


eit de ; 
estimmt. Dabei wurden fulgende Werte erhalten: 






























en nach 
1, Modi. (In den folgenden Tabellen ist die Reduktion des Cysteins in Prozenten 
5, S 57gmees entstandenen Cystins ausgedriickt. Die Prozentwerte sind jeweils auf 
7 “ion Wert bezogen, der bei Titration der n/10- oder n/100-mol. Cystein-Lésung 
‘Samkej rhalten wurde.) 

(Zims Tabelle I . 
dP der . — — : . . 
if tihrey, A B n/10-J Cystin 

a eem eem ecm Io 
Disulfi : sia : 





10 0) 10,0 0 































1 Wabr. 
8 2 4,0 etwa 50 
Bess 7 3 14 , 80 
6 4 0,14 —s 
i) ) 











erkens. 0,05 . 99 


Giftip 


l) noch 


Der Versuch wurde unter Verwendung 3/,,,-molarer Lésungen 






















gleiche piederholt. Hier ergab sich folgendes Bild: 
5 nach Tabelle II 
newly, Senate neieermmseenannnmeemmmmnamenietanemiariammem 
A B n/100-J Cystin 
ecem ecm ecm a A 
Losuny ie . : as” tiie a 
"onde 8 2 8.4 50 
vurden 6.6 3,4 6,8 60 
al : i) a) $5 (3 
Sal | Bei einem 50°/,igen Uberschu8 von Disulfid sind nach 
r key 10 Minuten erst 73°/, des Cysteins oxydiert, wihrend bei Ver- 
- All Wendung 1/,,-molarer Lésungen in etwa iquivalenten Mengen die 
roduktMi)xvdation 97°/. erreicht hat. 
lkohil fi ° ” 


Die Tabelle IIl 





—— 








, E Mol. Cystein | 5 cem A :5 eem B 6,6 eem A: 3,4 eem B 
1,0. - :Mol. An.-Dis. 1:1 oe) 
7 58 : Zeit n/100-J | — n/100-J ' _ 
oe 0 8,7 0 11,0 () 
/ystll - 10 Min. 3,0 etwa 66 4,2 etwa 62 
ing | 80 0,2 » 99 1,1 90 
Vol 1 Std. 0 100 0,4 95 
Mo 2 0,1 99 
ischt. 


siure ‘) Vgl. hierzu Bierich u. Kalle, Diese Z. 175, 115 (1928). 
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Bei Anwendung 4quivalenter Mengen in 7/,,,-mol. Lisunga 
ist die quantitative Dehydrierung erst nach 2 Stunden beendefh 
Bei groBem UberschuB an Disulfid (1:1) ist die Umwandlun 
schon nach 30 Minuten beendet, wie aus den Werten der Tab, 


hervorgeht. 
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Reduktion von Aneurindisulfid durch Glutathion. Gleiche ‘Te, the ‘ 
einer 0,2-mol. Lésung von Glutathion und einer 0,1-mol. Lisuy penthé 
von Aneurindisulfid wurden gemengt und bei 37° stehen gelasge, 
Je 10ccm der Lésung wurden nach bestimmten Zeiten mit 2 ccy 


16°/, Schwefelsiure angesiuert und mit n/10-Jodlésung titrier, 


mete: 
20- 


Hierbei wurden folgende Werte gefunden: 























9 bz 


chro! 
Zeit n/10-J-Losg. | Glutathion oxydiert ko 
wae cem i, | halth 
: o a _s —— ; fibie 
1, Std. 7,1 28 jeder 
- 3,0 70 beste 
48 1,5 85 i 
Die Reduktion des Glutathions verliuft langsamer als dif eine: 
des Cysteins. | Lost 
Bei Anwendung eines etwa 20°/, igen Uberschusses von Aneuri- laug 
disulfid wurden folgende Werte erhalten: F oxve 
—— — | Nun 
Zeit nian Glutathion oxydiert q si 
/o ; unc 
(0) Q7 0) : der 
1 Std. 3,6 G4 buty 
B 2,0 80 ae: 
3 1,1 89 ents 
4 1,] 89 
i 0,7 93 ; 
22 , Q,1 99 in ¢ 
' | mist 
Bestimmung von Cystein und Glutathion mittels des Thiochrom§ hide 
testes. Die quantitative Bestimmung des durch Reduktion 1 q | 
dem Aneurindisulfid entstandenen Anat erfolgte nach de 
Thiochrommethode, die Messung der Fluorescenz mit dem Stuieu sulf 
photometer von ZeiB in der Weise, wie sie der eine von ws Dat 
bereits ausfiihrlich beschrieben hat}. 
Lis 


') Ritsert, Klin. Wschr. 1940, Nr. 


19, S. 446. 
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Osungey q Messung im Stufenphotometer. Die Hanauer Analysen- 
‘Plampe wird unmittelbar vor dem Stufenphotometer aufgestellt, so 
§ die Uviolfilterkiivette das Photometer beriihrt. Zur Messung 
of verwendet man 50 mm Kiivetten unter Vorschaltung von Filter K.VI. 
| Tn die Vergleichskiivette gibt man eine ,Standard-Thiochromlésung*, 
he ‘Tei, aie in 10 ccm die 10y Aneurin entsprechende Menge Thiochrom 
Liisury renthillt. Bei dieser Anordnung kann man den Aneuringehalt der 
elassey Lisung mit unbekanntem Gebel direkt an der Trommel des Photo- 
t 2 conf meters (Prozent der Durchlissigkeit) ablesen, Liest man z. B. 
titrion fh 20 —20 '/o ,Vurchlassigkeit“ ab, so bedeutet dies, daB die Lésung 
‘2 bzw. 37 Aneurin in 10 ccm Butanollésung enthilt. Die ,,Thio- 
chrom-Standardlésung“ hat sich am geeignetsten erwiesen, da sie, 
konzentriert, gut verschlossen und dunkel aufbewabhrt, viele Wochen 
‘haltbar und, da sie jederzeit verdiinnt werden kann, rasch gebrauchs- 
‘fibig ist. Es hat sich gezeigt, daB durch laingere Bestrahlung 
jeder Standard in seiner Intensitét zuriickgeht, so dab es am 
‘besten ist, die Standardlésung aus der konzentrierten Liésung 
immer frisch zu bereiten. 







































Herstellung der Standard-Thiochromlésung. Aus 

ils di ‘einer Betabion-Ampulle, 1 ccm = 2 mg, werden genau 0,5 ccm 

_&F Lisung entnommen und nach Zugabe von 2 ccm 15°/,iger Natron- 

leurs Jauge mit 1 Tropfen 1°/, Ferricyankaliumlésung 2 Minuten lang 

_ oxydiert, wobei die Lésung schwach gelblich gefarbt bleiben mub. 

| Nun schiittelt man sorgfiltig (2 Minuten lang) mit 20 ccm Isobuty]- 

alkohol aus, trocknet die Lésung mit Natr. sulfuric. puriss. anhydric. 

| und erhilt auf diese Art die Vorratslésung. Fir die Herstellung 

der ,Standardlésung“ werden 0,4 ccm der Vorratslésung mit Iso- 

| butylalkohol auf 20 ccm verdiinnt, so daB 10ccm = 107 Aneurin 
 entsprechen. 


Bestimmung des durch Reduktion aus Aneurindisulfid in waBriger 

| Losung gebildeten Aneurins als Thiochrom. 20 mg Aneurindisulfid 

in 4ccm Wasser werden mit 1 mg Cystein in 6 com Wasser ver- 

— mischt (= 10ccm Lésung). In kurzer Zeit ist das gesamte Cystein 

a : dehydriert. Das dabei gebildete Aneurin wird nach 1 stiindigem 
dee Stehen folgendermaBen bestimmt: 

fen 0,5ccem Liésung werden mit 10 ccm kalt gesittigter Natrium- 

a sulfatlésung verdiinnt und mit 5 ccm Isobutylalkohol ausgeschiittelt. 

| Dadurch werden die Bestimmung stérende Stoffe entfernt. 


Oxydation: Die in einen Scheidetrichter abgelassene wibrige 
Lisung wird mit 2 ccm 15°/,iger NaOH versetzt und dann mit 
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) Tropfen Ferricyankaliumlésung(1°/,) 2 Minuten lang oxydiert. Daf yutsc 
gebildete Thiochrom wird mit 2\) ccm Butanol ausgeschiittelt. Dif ird 
Butanollésung wird nach dem Ablassen der waBrigen Lésung nif pach: 
Natriumsalfat getrocknet. Diese Lésung verdiinnt man so weit mith vesiit 
Isobutylalkohol, daB man im Stufenphotometer zwischen 10—35% Byyit 1 
»Durchlassigkeit“, am besten bei 15—25°/,, ablesen kann. In Misct se 
vorliegenden Fall verdiinnt man 0,5 auf 10 ccm und priift iy Mente 


einer 50 mm Kiivette neben der Standardlésung. Die 
0,5 cem Stufowert 34—35—33—34 = 3,47 Aneurin 2 cen 

20 cem entsprechend 0,5 ccm Lésung = 1367 ‘s 4 
10 eem - = 2720 BAusse 
Nach der Theorie sind 27807 Aneurin zu erwarten. 1 1m: {weite 
Cystein entspricht 2780 y Aneurin. ‘Bnibt 


In gleicher Weise wird auch Glutathion von einem Uber. 
schuB an Aneurindisulfid quantitativ dehydriert. 

1 mg Glutathion in 8ccm Wasser und 10mg Aneurindisulfd & 
in 2 ccm Wasser werden gemischt. Man bestimmt nun mit¢— | 


0,5 ccm dieser Liésung die Menge des entstandenen Aneurins Bjisun 
genau nach der oben beschriebenen Vorschrift nach !/,, 1, 2 und Bgetzt, 


3 Stunden Stehen. ™ 
Nach '/, Stunde Stehen 240 y Aneurin : 
] 7 m 640 ¥ das | 

. rnd 8 : 
ef 2 gat pan 
» « ‘s 4 1120 y " erst 
| mg Glutathion entspricht 1100 y Aneurin. Jich 
Nach 2 Stunden Stehen ist also unter diesen Bedingungen parc 
Glutathion quantitativ dehydriert. Man 1aBt deshalb die Lésung rn 
2 Stunden stehen, damit die Dehydrierung des GSH mit Siche- | 
heit quantitativ beendet ist. In Organextrakten und Blut ist die ee 
Reaktion meist schon nach 1 Stunde oder noch friiher beendet. ee 
wie spiter gezeigt wird. j a 


Bestimmung des Aneurindisuifid-Reduktionswertes (Ads.-R.-Wert) 
in 1 ecm bzw. 0,005 ccm Blut. Man 1laBt 1 ccm Kaninchenblut 
unmittelbar nach der Entnahme in 5 cem einer wiBrigen Lésung, 
die 3000 y Disulfid enthilt und mit etwas Butylalkohol iiber- 
schichtet ist, um die Luft auszuschlieBen, einflieBen. Nach 
langstens 2 Stunden langem Stehen ist die Reduktion beendet. 
Man entnimmt 0,6 cem Lésung — entsprechend 0,1 ccm Blut — 
verdiinnt mit Wasser auf 5 ccm und fallt das Eiwei® mit 5 ccm 
5°/,iger Trichloressigsiurelésung. Auf einer kleinen Trichter- 





Blut 
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rt. Dasfenutsche von 2 cm Durchmesser, die mit 5—6 Filtern bedeckt ist, 
lt. Dif wird die Kiweibfallung abgesaugt und mit 2ccm Trichloressigsiure 
Dg wit/yachgewaschen. Die Liésung ist nun wasserhell. Sie wird mit 
elt nitMvesittigter Natriumsulfatlésung auf 10 ccm verdiinnt und einmal 


ler 


—35° Bit 10 ccm Isubutylalkohol ausgeschiittelt. Diese Ausschiittelung 
n. Ip 4st sehr wichtig, da dadurch noch Spuren von Verunreinigungen 
‘tilt infRentfernt werden, welche die Thiochrommessung beeintilussen kéunen. 
Die gereinigte Lésung wird nun in einem Scheidetrichter mit 
2 ccm 33°/, Natronlauge verdiinnt und 2 Minuten lang mit 
3—4 Tropfen 1°/, Ferricyankaliumlésung oxydiert. Nach dem 
‘Ausschiitteln mit 20 ccm Butylalkohol wird wie oben beschrieben 
1 ne fEweiter gearbeitet. Man verdiinnt nun 0,5 ccm auf 10 ccm und 


mibt im Stufenphotometer eine DurchliBigkeit von 


Uber. 0,5 com = 12—12,5—12—-13—12,5 = 1,25 y Aneurin 
20 cem = 0,1 cem Blut = 50y 
isulfid 1eem Kaninchenblut = 500 7 
nit je Zu dem gleichen Wert kommt man, wenn man der Blut- 


urins M}isung statt 3000 y Disultid 5000 y oder auch nur 1000 y zu- 
2 und Weetzt. Es ist aber vorteilhaft, einen gréferen Uberschu8 zu 
inchmen, da hierdurch die Reduktion schneller beendet ist. 

Fir die Bestimmung ist es von grundlegender Wichtigkeit, 
das Blut unmittelbar in die Disulfidlésung einzutragen. Wenn 
man 1 cem Blut in 5 ccm Wasser 1 Stunde stehen Ja&t und dann 
erst 3000 y Aneurindisulfid zusetzt, so erhalt man einen wesent- 
Jich geringeren Reduktionswert (260 y) Aneurin. Es ist also 
durch das Stehenlassen des himolysierten Blutes ein Teil der redu- 


ingen ; ; ° “ . * 
woe merenden Substanz wabrscheinlich durch Oxydation zerstért worden. 
cher. | «-sSetzt_ man dem Kaninchenblut (1 ccm) mit einem Reduktions- 


+ die Meret von 500 7 noch 1 mg Glutathion zu, wie oben bei der Be- 
q : bs ee ¢ oe . . 
simmung in wiBriger Lésung beschrieben wurde, so findet man 


n det, fs ; . 
ebenfalls quantitativ die dem Glutathion entsprechende Menge 
‘Aveurin wicder: 
wey | Nach 1/, Stunde Stehen 1 cem Blut = 1610 y Aneurin 
nblut oh » » lLleem ,, = 1600 
sung, : pa | : ; 
‘mi Da hiervon 500 y auf das Blut entfallen, bleiben 1110 y 


Nach Anewrin fiir die Oxydation yon 1 mg Glutathion. Dies entspricht 
L " ° . . es 
tem theoretisch erwarteten Wert, der 1100 y Aneurin betriigt. 


ndet. 
it — Statt mit 1 cem Blut kann man bei Ratten, Miiusen und Meerschweinchen 
ies tic Bestimmung auch schon mit 0,005 cem Blut ausfiihren. 


| Mit einer genau geeichten Mikropipette werden dem Tier 0,005 ecm 
itet- Blut entnommen und in 1 cem Wasser, das 100 y Aneurindisulfid enthiilt 
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und mit etwas Butylalkohol iiberschichtet ist, eingetragen. Man |ij; § 
2 Stunden stehen und fillt hierauf mit 2 cem 5°/, Trichloressigsiure, saug ff 
auf einer kleinen Trichternutsche ab, wischt mit 2 cem Trichloressigsiiur. & 
lésung nach und verfihrt wie oben beschrieben. Hier wird die ay. & 
geschiittelte Butanollésung unverdiinnt gepriift: 


10 cem Butanollésung Stufowert 13—12,5—14—13 = 1,3 y Aneurin 
20 cem _ == 0,005 eem Blut = 26 
1 ecem Blut =5§20 y¥ ‘s 


Man erhalt also in beiden Fiillen praktisch den gleichen Wert. Jj 
Fehlerbreite der Methode wird auf héchstens +10°/, veranschlagt. 

Verhalten von Aneurindisulfid beim Thiochromtest. Um fest. 
zustellen, ob Aneurindisulfid ohne Zusatz unter den Bedingunge: & 
des Thiochromtestes merkbare Mengen Aneurin gibt, wurde cin 4¢8 
,Dlindversuch* ausgefiihrt, in dem Aneurindisulfid in gleiche J aus 
Weise wie oben beschrieben alkalisch oxydiert wurde. Es wurden fR ¢24 


gefunden: get 
3000 y Aneurindisulfid ohne Blut = 1,2—2,8 y Aneurin Sch 

3000 m" mit 1 cem Blut= 5007 es das 

Der geringe ,,Blindwert“ kann daher ganz vernachlissigt werde:, 
Bildung von Aneurindisulfid durch Einwirkung von Wasserstol:— __ 
superoxyd auf Aneurin. In einer auf p, = 7,5 eingestellten Puffer & “ 


lésung (80 ccm n/10-NaOH, 120 ccm 3/,,-molar. Kaliumbiphosphat & 
auf 500 ccm verdiinnt) wurde bei 37° 0,1 g Aneurin gelést. Dan 
wurde die Lésung mit 2 ccm 3°/, Wasserstoffsuperoxyd versetz! 
und bei 37° aufbewahrt. Nach bestimmten Zeiten wurden ; 
2 Proben entnommen. 

Probe 1 (0,2 com = 40y Aneurin) wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure schwach angesiiuert und darin der Aneuringehal 
in der iiblichen Weise mittels des Thiochromtestes bestimmt. 

Probe 2 (0,2 ccm) wurde mit 2000 y Cystein  versetzt. 
'/, Stunde stehen gelassen und dann wie Probe 1 weiter behandel. 

Wenn in der Lésung Aneurindisulfid entsteht, dann muf det 
Aneuringehalt der Lésung geringer werden. Andererseits miibte. 
durch die Reduktion des entstandenen Aneurindisulfids mit Cysteit 
in Probe 2 héhere Aneurinwerte gefunden werden als in Probe! 

Da die Oxydation des Aneurins mit Wasserstoffsuperoxy! 
nicht quantitativ verliuft, sondern zur Bildung von Nebenprodukte! 
fiihrt, wird man quantitative Beziehungen nicht erwarten diirfe 
und einen Ausschlag im Sinne des Obengesagten als Beweis fi! 
die Bildung von Aneurindisultid ansehen kénnen. 

Ks wurden folgende Zahlen gefunden: | je 
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Zeit 


Q 
4 Std. 


4 


48 





0,2 cem 
Probe 1] 


40 v 
39 ¥ 
12 v 


10 ¥ 


y Aneurin in 


0,2 eem 
Probe 2 


Diese Zahlen zeigen, daB ein Teil des Aneurins in Aneurin- 


| disulfid umgewandelt ist. 


Ads.-R.-Wert des Blutes von gesunden Versuchstieren. Entnahme 


1. Kaninchenblut 


| des Blutes: Bei Kaninchen und Meerschweinchen wurde das Blut 
-aus der Ohrvene, bei Ratten und Mausen aus der Schwanzvene 
Fentnommen und direkt in die wiBrige Aneurindisulfidlésung ein- 
| getragen, die mit etwas Isobutylalkohol iiberschichtet war. Bei 
| Schweinen wurde das durch Herzstich, bei Hammel und Mensch 
'das durch Venenpunktion entnommene Blut sofort in die vor- 
_bereitete Disulfidlésung gegeben. 








Kaninechen 
Nr. 





Le 
ov 





30 | 








Menge des Blutes 


ccm 


y Aneurin 
in 1 cem Blut 








] 
| 
] 
l 
] 


0,005 
l 
| 
J 


0,005 
] 





480 
540 
540 
540 
560 
540 
520 
495 
520 
560 
570 
540 
560 
560 


500 
540 
560 
500 
520 


560 





Bei 3 Kaninchen wurde der Reduktionswert 1 Woche lang in 


j¢ ccm Blut untersucht, um festzustellen, ob der Reduktionswert 
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bei den einzelnen Tieren bei gleichmiBiger Ernahrung tiglich der 
gleiche ist und ob verschiedene liere auch den gleichen Wert auf. 
weisen. Beide Fragen sind zu bejahen, wie vorstehende Tabelle Zeigt, 

Bei verschiedenen anderen Kaninchen wurden Werte gleiche 
GréBenordnung gefunden: 500—520—560 — 540 und 580y Aneurin, 
bzw. 45,5 —47,3—51,0—49,2—52,8 mg °/, Glutathion. 


2. Ratten 


amon, 















































Nr Menge des Blutes y Aneurin mg Glutathion 
id ecm in 1 ecm Blut in 100 cem Blut 
1 0,005 1840 167 
2 0,005 1900 73 
3 0,005 1825 166 
4 0,005 1840 167 
fs) 0,005 1880 171 
6 0,005 1900 173 
7 0,005 1920 175 
8 0,005 1840 167 
9 0,005 1810 165 
10 0,005 1920 75 
3. Meerschweinchen 
8 0,005 1960 178 
15 0,005 1920 175 
96 0,005 1920 175 
19 0,005 2000 182 
16 0,005 2040 186 
52 0,005 1960 178 
{, Maus 
| 0,005 1160 1QD 
2 0,005 1120 102 
3 0,005 1080 93 
4 0,005 LOS8O0 93 
5 0,005 1240 113 
6 0,005 1120 102 
7 0,005 1240 113 
8 0,005 1080 93 
5. Schwein 
] | 424 38 
2 ] 403 37 
3 ] 424 38 
4 1 384 35 
5 1 412 37 
6 } 424 38 








6. Hammel 
280 26 
979 a5 
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2 ] 

) l 296 2% 
4 l 
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ich de & ?. Menschenblut. Bestimmung in 1 ccm 
ow a Rie. Zeit des Stehens y Aneurin mg Glutathion 
e zeigt, Name mit 3000 y Disulfid in 1 cem Blut in 100 cem Blut 
leicher = 
neuriy & iii. nach '/, Std. 600 54 
~ bw 720 65 
 « 720 65 
i. —, - 640 58 
lites es 840) 76 
Blut 3 820 75 
—=—= ii. ey 140 10 
. wa 600 D5 
720 65 
3 730 66 
Gr. Riss, 520 17 
. “% 740 67 
a fs 720 65 
3 740 67 
Wa. ra 780 71 
-_ 780 “1 
_— 800 73 
eo 4 780 71 
Rii. a. ae 680 62 
- 820 re) 
-_ 800 73 
-_ 800 73 











Nach spiitestens 2 Stunden ist das Maximum der Reduktion erreicht. 


: Bestimmung von intravenés injiziertem Glutathion bzw. Cystein. 
| Kin Kaninchen erhielt 200 mg Glutathion bzw. Cystein intravends 





200 mg Glutathion 200 mg Cystein 
_ gef. 7 Aneurin| mg GS in |gef.y Aneurin) mg Cystein in 
in 1 eem Blut! 100 cem Blut | in 1 eem Blut | 100 ecm Blut 
VY 540 49 D60 -**) 
10 Min. 1280 116 1424 3] 
| Std. 1080 98 896 12 
a 880 80 580 | 
3 4 620 56 560 
540 49 








) Der Aneurinwert von 560 y wiirde 20 mg Cystein in 1 ccm Blut ent- 
sprechen. Da der Aneurinwert aber auf Glutathion bezogen wird, ist 
in den folgenden Zahlen dieser Spalte der Nullwert von 20 mg ab- 
gezogen, so daB die hier angegebene Zunahme des Reduktionswertes 

nur auf Cystein zuriickzufiihren ist. 
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a 


verabreicht. In bestimmten Abstiinden wurde dem Tier Blyf 
entnommen und die Zunahme des SH-Wertes des Blutes bef 


stimmt. 

Bestimmung des Ads.-R.-Wertes in Organen. Die Bestimmur 
des Reduktionswertes in Organen ergibt im Gegensatz zu der jy 
Blut nicht immer gleich hohe Werte. 


Man muB hierbei 2 Methoden unterscheiden: 


1. Die Reduktion erfolgt in unverdiinntem nativen§ 


Organbrei. 

2. Die Reduktion wird mit Organbrei in waBriger Lisuy 
durchgefihrt. 

Zu 1.: 1 g Organ wird in einer Reibschale mit 0,5 g Sani 
und 5 mg Aneurindisulfid in 0,5 ccm Wasser gelést sorgfilt 


verrieben und mit 10ccm Metaphosphorsiaurelésung (5"/,) vorsichtig F 
tropfenweise gefallt. Man saugt auf einer Trichternutsche al,— 
wischt mit etwas Metaphosphorsiiurelésung nach und erhialt 15 conf 
Filtrat. 1,5 ccm dieser Lisung wird mit 10 ccm gesittigte® 
Natriumsulfatlésung versetzt und mit 10 ccm Isobutylalkohd f 
ausgeschiittelt. Mit dieser so gereinigten Lésung wird, wie big 


Blut beschrieben, die Thiochromreaktion ausgefiihrt. 


Nach Methode I wurden verschiedene Rattenorgane unter § 
sucht und dabei die folgenden Werte gefunden, die nach 30 Minute § 


Wartezeit — vielfach schon nach 5--10 Minuten — den Hohe. 
punkt erreicht hatten und dann 
konstant blieben. 























me y Aneurin mg-°/, Glutathion 
“— in 1 g Organ im Organ 
Leber 2200—2800 200—256 
Niere 1800—2200 162—200 
Hirn 800—1200 72—108 
Herz 1100—1400 99—125 
Muskel 700—800 64—73 


Zu 2.: 1 g Organ wird mit Sand verrieben, 5 mg Aneuril § 


disulfid in 1 cem Wasser zugesetzt und das Ganze auf 10 cci 
aufgefillt. Nach 3/,, 1, 2 und 4 Stunden Stehen bei Zimmer 
temperatur wird mit 1 ccm dieser nativen Organbreilésung 4 
Thiochrommessung ausgefiihrt. 1 ccm Liésung (= 0,1 g Orga 


wird mit 2ccm 5°/, Metaphosphorsiiure gefiallt, abgesaugt uv f 
mit 2 ccm Metaphosphorsiurelésung nachgewaschen. Man git 
nun 10 ccm gesittigte Natriumsulfatlésung zu, schiittelt mf 


auch nach 2 Stunden Stehen — 
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10 ccm Isobutylalkohol aus und oxydiert die Lésung, wie oben 
angegeben ist. 
Die Versuche ergaben bei Leber und Muskel folgende Werte: 














.; Warte- Aneurin mg-°/, 
—- —. zeit , in lg _ | Glutathion 
gane lin Std.| Organ im Organ 
la Leber tl 2050 187 
is 2 2880 262 
4 3600 328 
‘ ‘ 20 4400 523 
lb ‘ P 2000 182 
“ . 2 2880 262 
“ 4"), 3200 292 
2 Muskel PF 720 65 
" . 1 720 65 
‘ 1), 720 65 
2 880 80 
51), 1120 102 














Die nach dieser Methode erhaltenen Werte sind nicht konstant. 


herbeigefiihrt. 

Die Tatsache, da8 die Leber unter den untersuchten Organen den 
héchsten Gehalt an reduzierender Substanz enthilt, steht in Uber- 
einstimmung mit Literaturangaben bei anderen Untersuchungen. 


Der Aneurinspiegel des Blutes nach intravendser Injektion von 
Aneurin bzw. Aneurindisulfid bei Kaninchen. 

Kinem Kaninchen wurden 100 mg Aneurin (I) baw. Aneurin- 
disulfid (II) intravenés verabreicht. Die nach bestimmten Zeiten 
entnommenen Blutproben gaben folgende Aneurinwerte: 











y Aneurin in 100 cem Blut 
Zeit Versuch 1 Versuch 2 
I | II I | [1 
0 gs | 8 8 8 
1 Std. 260 300 
 « 90 200 350 
3 lies SO — 
4 40 160 120 
6 bau 10 120 
7 10 120 - 
a 8 60 7 80 
eo , 10 10 
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Ausscheidung von Aneurin und Aneurindisulfid im Harn yo, 
Ratten. Der Harn von Ratten, die 1 mg Aneurin bzw. Aneurip.f 
disulfid intravenés erhalten hatten, wurde zur Vermeidung eing§ 
durch die alkalische Reaktion des Rattenharns bedingten, miv. 
lichen Zersetzung des Aneurins in mit Salzsiure angesiuertey 


Alkohol autgefangen. 


<-h nce, 








Zeit nach Aneurin Aneurindisulfid 
—. Harnmenge | Harnmenge 
abreichung ERT y Aneurin nagentine, y Aneurin 
if — _ — NT ~ ; - aoe oeereneaaees = = 4 disu 
15 Std. 2,0 960 3,0 400 ce h 
4 ,, 1,0 6 1,5 10 yg 
40 ,, 1,5 11 1,2 18 
48 ,, 1,5 0,2 05 | 0,5 j 
64 ,, 1,0 5 1,5 8 
Summe: 582,2 = 58 °/, 436,5 = 43° 








Obwohl ein solcher Versuch wegen der Schwierigkeit de 
Erfassung der gesamten Harnmenge nicht als absolut exakt an 
gespruchen werden kann, so ist der Unterschied in der Au: 
scheidungsgeschwindigkeit offenbar doch nicht auf einen Zaufal 


zuriickzufiihren. 

Bestimmung des Ads.-R.-Wertes bei Gegenwart von Ascorbinsaurs, 
1. Gibt man zu je 5cem einer wi8rigen Lésung, die 3000; 
Aneurindisulfid enthalt, in dem einen Fall 1 ccm Kaninchenblu & 
im anderen zuniichst 2000 y Ascorbinsiure und dann 1 ccm Blut 
und bestimmt den Reduktionswert des Blutes, so findet man: 








a rere Aneurn |  mg-% 
Disulfid siiure in 1 eem Blut Glutathion 
3000 v — 560 51 
30007 + 20007 560 51 








2. Kin Hammel erhielt intravenés 3 g Cebion (Ascorbinsiure. 
In nach verschiedenen Zeiten entnommenen Blutproben wuré: 
der GSH-Wert mittels Aneurindisulfid und gleichzeitig die Z1- 
nahme des Ascorbinsiuregehaltes des Blutes durch Titration — 
mit Dichlorphenolindophenolblau nach Tillmanns nach vorat- 
gegangener KiweiBfallung mit Metaphosphorsiure, wie von Farme! 
und Abt!) vorgeschlagen, bestimmt. Folgende Werte wurde! 
gefunden: 


1) Proc. Soc. exper. Biol, a, Med. (Am.) 38, 399 (1938). 
H 
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. Entspricht Ascorbinsiiure 
Zeit in —. Glutathion mg in 
mg in 100 ccm | 100 cem Blut 
0 280 25,5 0 
10 Min. 280 25,5 14 
0 x 270 24,5 6 
1 Std. 280 25,5 1,6 
o x 280 25,5 0,2 











Aus diesen Versuchen geht hervor, daB der mit Aneurin- 


‘disulfid bestimmbare GSH-Wert des Blutes durch Ascorbinsiure 
‘picht beeinfluBt wird. 


) 


pan 83° 


Zusammenfassung 
1. In einer verdiinnten, schwach alkalischen Liésung von 


FAneurin liBt sich bei Kinwirkung von Wasserstoffsuperoxyd die 


‘Bildung von Aneurindisulfid nachweisen. 


ait der a 


kt an 
r Aus 


2. Aneurindisulfid wird durch Cystein oder Glutathion zu 


 Aneurin reduziert, das sich mittels der Thiochrom-Reaktion be- 


WF gtimmen 1aBt. 
Zufall & 


3. Ascorbinsiure ist ohne EinfluB auf die Aneurindisulfid- 


 Reaktion. 


nsdure, & 
3000 y 


m Blut 
an: 


siiure. 
wurde & 


4, Die Aneurindisulfid-Reaktion kann zur Bestimmung des 


'SH-Spiegels (Glutathion) in Blut und Organen verwendet werden. 
enblut, F 


5. Es werden Ergebnisse der Glutathionbestimmung in Blut 


/tnd Organen verschiedener Tierarten mitgeteilt. 


6. Aneurindisulfid besitzt die gleiche antineuritische Wirk- 


‘Samkeit wie Aneurin bei wesentlich geringerer Giftigkeit. 
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Uber das Verhalten einiger alkylierter Malonsiuren, 
Bernsteinséiuren und Glutarsiuren im Tierkérper 

















Von 


Rolf Emmrich, Paul Neumann und Ilse Emmrich-Glaser 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1940) 


Malonsiure, Bernsteinsiure und Glutarsiure werden im Kérpeli, 
leicht abgebaut. Nur nach Zufuhr sehr groBer Mengen, die i 
Form ihrer Dinatriumsalze verabreicht werden, erscheinen klein 
Anteile unveraindert im Harn wieder [Pohl}) u.a, Bernhard ui 
Andreae’), Marfori’)]. In jiingster Zeit teilte Krusius‘) mit 
da8 er nach Verfiitterung von glutarsaurem Natrium an Ratten 44° 
dieser Siure aus dem Harn unverindert zuriickgewinnen konntim 

Malonsiuren, die aliphatische Seitenketten tragen, haben ale 
Teile des Kohlenstoffgeriistes bei verschiedenen Barbitursiur-[i% 
derivatén groBe Bedeutung erlangt. Die pharmakologische Wirkuwy iy 
einzelner Barbitursdiurederivate hingt nicht nur von ihrer Aw 
scheidungs-, sondern auch wesentlich von ihrer Abbaugeschwindy. 
keit, also ,,Verbrennlichkeit“ im Kérper ab. Trotz der grobufide 
Anzahl gepriifter Barbitursiurederivate ist aus dem Schrifttwp; 
nicht einwandfrei zu erkennen, ob die Verlangerung aliphatischy 
Seitenketten den Abbau im Kérper in steigendem MaBe erschve'fy 
und damit die pharmakologische Wirkung erhdht oder nicht. [Bq 

Was die Wirkung bzw. Toxizitit anbetrifft, so ist Dimethyl-barbivuyy 0 
siiure zu 0,5 g/kg oral beim Hund [E. Fischer und von Mering’)], 4 
mehr als 2 g/kg intraperitoneal bei der Ratte [Shonle, Keltsch w 
Swanson®)] yéllig wirkungslos. Diithyl-barbitursiiure (Veronal) hat é 
bekannte gute Schlafmittelwirkung, n-Dipropyl-barbitursiure hingegen }¥ 
eine viel geringere; das Wirkungsverhiltnis zur Diathy]l-barbitursiiure > 
trigt hierbei 3:57) oder 2:5—7*). Da8 die n-Dibuty]l-barbitursiiure ebt 
falls eine geringere Wirkung als die Diithyl-barbitursiure hat, geht 4 
Versuchen Volwilers®) hervor. Danach betrigt die minimale letale Doi 
fiir die Ratte fiir Diithyl-barbitursiiure 310 mg/kg (2 °/, ig), fiir nD 
butyl-barbitursiure 380 mg/kg (2°/,ig); dbhnlich verhilt sich die minim 
wirksame Dosis, 225 mg/kg (1°/,ig) zu 200 mg/kg (1°/,ig). Verzweigt 
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bis! wirkt gegeniiber der normalen Alkylkette verstirkend. (Auf diese 
ichkeiten soll hier aber nicht néher eingegangen werden.) Nach Shonle 
toxische 


‘narkotische 


fig 
| ind Moment”) steigt der Quotient 
kuargewicht an. 

Verbrennlichkeit und Ausscheidung sind nur bei der Diithyl- 
parbitursiure eingehender untersucht worden. Bei einem 50tigigen 
Gewohnungsversuch schied der Hund die Diathyl-barbitursiure 

62,9°/, unverandert wieder aus [Hofmann")|. Nach Ver- 
fitterung von 0,15 g/kg an den Hund (nach 1 Stunde begann ein 
)stiindiger Schlaf und 3 Tage Somnolenz) konnte Reinert?) in 
der ersten halben Stunde im Harn keine Diathyl-barbitursiiure 
bichweisen; es wurden aber dann in 7 Tagen insgesamt 70°/,, 
wieder ausgeschieden. n- Dipropyl- barbitursiure konnte Stiatti!%) 
im menschlichen Harn nur in geringer Menge wiederfinden, An- 
| Korpefipaben iiber die Ausscheidung von Dimethyl- und n-Dibutyl-barbitur- 
, die ufiure sind uns nicht bekannt geworden. Es sind auch keine 
1 kleine wischenprodukte, die itiber den Verlauf des Abbaus hitten Auf- 
rd uni lirung geben kénnen, im Harn gefaBt worden. Bei Barbitur- 
S*) mi\R@uren mit ungesiittigten Substituenten beginnt der oxydative An- 
en 44' Biff dieser an der Doppelbindung. Aufgespalten wird der Ring 
konntejur da, wo am N substituiert ist [z. B. Steudel!4)}. 
ben ak : Bei allen diesen Versuchen spielte die verabreichte Dosis 
Irsaure ine groBe Rolle und die Ausscheidungsverhiltnisse konnten immer 
Virkuijur in Abhingigkeit von der pharmakologischen Wirkung studiert 
er Aui¥erden. Die erwahnten Versuche mit Barbitursiiureabkiémmlingen 
wind Beben keine eindeutige Antwort auf die Frage, wie sich die Linge 
grobelider Seitenkette auf die Verbrennlichkeit der niederen verzweigten 
arifttuifDicarbonsiuren im Tierkérper auswirkt. 
atische! ' Die Malonsaure soll, wie heute von vielen Forschern ange- 
schweri ommen wird, durch dane groBe Affinitaét zu einigen Dehydrasen 
cht. als Fermentgift wirken und den fermentativen Abbau_ stéren 
barbitefemOnnen. So fanden Krebs und Johnson"), daf die Malonsiure 
‘¢°)], Mifurch Hemmung der Succinodehydrogenase zu einer starken Aus- 
sch “@echeidung von Bernsteinsiure in den Harn fihrt. In eigenen 
a 7 fersuchen mit Hunden verfiitterten wir mehrere am «-C-Atom 
sure bambstituierte Malonsiuren. Wir konnten zeigen, daf die Ver- 
re ebefearennlichkeit bei linger werdender Seitenkette abnimmt. n-Dibutyl- 
geht iMalonsiure verbrennt weniger gut als Dimethylmalonsiure, n-Butyl- 
le lalonsiiure verbrennt wiederum besser als n-Dibutylmalonsiure. 
on ernsteinsaure haben wir aus diesen Harnen nicht isoliert, in den 
zweigt Restschmieren hitte sie aber noch enthalten sein kénnen. 

16* 


‘Wirkung mit dem Mole- 
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Noch deutlicher weisen aber unsere Versuche mit substituierte, fi 
Bernsteinsiuren auf den Einflu8 der Seitenketten hin. Wiahrenjfpi 
Bernsteinsaure nach allem, was wir heute wissen, leicht abgebayfBer 
wird, verbrennt Methylbernsteinsiure ungleich viel schwerer' fy. 
Wir verfitterten an denselben Hund in langeren Zeitabstindejegtei 
d,l-Athyl-, Propyl-, Butyl- und Hexylbernsteinsiure in Form ihre 
Dinatriumsalze. Aus den Harnen konnte immer ein groBer Tif 
der Siuren unverindert zuriickgewonnen werden. Dabei zeigt 
sich, daB die Verbrennlichkeit der einzelnen Siuren bei den erstafh 
Gliedern der homologen Reihe abnahm, bei lingerer Seitenkett 
aber gleich blieb bzw. wenig anstieg. Leider konnten wir nich 
immer Aquivalente Mengen verfiittern; wir muBten uns nach dafee 
zur Verfiigung stehenden Mengen und nach der Vertriglichkeifee 
dieser Substanzen richten; denn die Hexylbernsteinsiure z, It 
wurde in gréBerer Menge nicht vertragen und wieder erbrocheRt 
Die aus dem Harn isolierten Siuren waren immer optisch inaktir i 
demnach muB8 man annehmen, dab beide Antipoden des nicht ausgeme 
schiedenen Anteiles gleichermafen angegriffen und abgebaut werden Bi 
Man weiB von den normalen gesittigten Dicarbonsiuren, dab sil 
mit Ausnahme der Oxalsiure bis C, gut verbrennlich sind; C, verbrenny 
plétzlich schwer, dann kénnen sie in der homologen Reihe aufwartyf kel 
von Glied zu Glied wieder leichter abgebaut werden. Das Prinzijh ai 
dieser Erscheinung ist noch unbekannt; aller Wahrscheinlichkeit nach 
gilt aber dieses gleiche Prinzip auch fiir die sich inderndeVerbrennlich 
keit der von uns verfiitterten alkylierten homologen Bernsteinsiuren. 
Aus den Versuchen Verkades und seiner Mitarbeiter !%) wissefh | 
wir, daB der Kérper in einem bestimmten Bereich Monocarbor 
siiuren w-oxydiert und zum Teil als Dicarbonsiiuren in den Hanfy: 
ausscheidet. Das Gleiche kann vermutlich auch an verzweigtelfh’ 
Monocarbonsiuren auftreten. So entsteht z. B. aus Geraniol bz 
Citral — allerdings handelt es sich dabei um mehrfach ungesiittist 
Verbindungen — die Hildebrandtsiure'’), eine Dicarbonsiunjy 
deren genaue Konstitution R. Kuhn, F. Kohler u. L. Kohler" BM 
beweisen konnten. Der Koérper vermag durch Methyloxydation Carl- 
oxylgruppen zu bilden; er oxydiert aber vornehmlich wohl nur gt 
Mono- oder Dicarbonsiuren; eine Oxydation zu Tri- oder weitereyjR 
Polycarbonsauren haben wir bei unseren Versuchen nicht beobachte.§ P*! 
In den Harnen, die wir bei den Versuchen mit alkylierte™ 
Bernsteinsiiuren erhielten, konnten wir immer Bernsteinsiure aul-§ 
finden, wenn auch nur in geringer Menge. Das iiberraschte wif 









































Bei Durchsicht des Schrifttums ergab sich, daB die Bernsteinsiury 





Glaser, 


231 


Uber das Verhalten einiger alkylierter Malonsiiuren usw. 


tituiertedh sont als normaler Bestandteil des Hundeharns anzusehen ist. 
Wihrenfpie Angaben MeiBners*) iiber das reichliche Vorkommen von 
abgebayepernsteinsiure im Hundeharn wurde von Salkowski*) und von 
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‘de alkylierten Bernsteinsiuren schwerer verbrennlich werden, 
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nsiiurele ‘scheidungsschwelle nicht erreicht wird, ist noch nicht sicher zu 
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Longo”) nicht bestitigt. Selbst nach Fiitterung von Bern- 
teinsiure an den Hund pflegt sie nicht im Harn aufzutreten; 
pur bei sehr groBen Mengen 0,42 g/kg/T'ag fanden sich beim Hund 
fleine Mengen dieser Siure 0, 25°/, der verf. Menge im Harn?)], 
uch im Rattenharn finden sich nach Krusius‘) (S. 50) bei 
gewohnlicher gemischter Ernihrung weder Bernsteinsiure noch 
igendwelche Vorstufen, aus denen sie bei seiner Permanganat- 
nethode hatten entatehen kénnen. Es ist wenig wahrscheinlich, 
jaB die Bernsteinsiiure in unseren Versuchen intermediir aus dan 
gikylierten Bernsteinséuren gebildet wurde. Ware das der Fall, 
s0 lieBe sich ihre Bildung durch #-Oxydation kaum erkliren; 
man muBte dann eine Alkylabsprengung annehmen. Baer und 
Blum**) glaubten, eine Entalkylierung nachgewiesen zu haben, 
lain ihren Versuchen Leucin und Isovaleriansiure beim Diabetiker 
picht nur das Gesamtaceton sondern auch f-Oxybuttersiure ver- 
mebrten. Hierzu bemerken Kuhn und Livada*), daB bei diesen 
tnd weiteren Beispielen der alipathischen Reihe mit der Méglich- 
keit zu rechnen ist, daB die festgestellten Umsetzungsprodukte 
. icht auf eine formelmaBig naheliegende Art aus den angewandten 
‘Bubstraten hervorgehen, sondern auf Umwegen unter wesentlicher 
Beteiligung anderer verwandter Zellbausteine gebildet werden. Es 
‘mu8 nach den Erkenntnissen von Krebs und Johnson sowie den 
Bchulen von Szent-Gyérgyi und von Simola vor allem daran 
‘gedacht werden, daB die alkylierten Bernsteinsiuren ahnlich wie 
Malonsiiure die Snecinodehydrogenase in ihrer Wirkung stéren, und 
Mab es aus diesem Grunde zur Bernsteinséureausscheidung kommt, 
Nach Verfiitterung von Methylbernsteinsiiure konnte der eine 


2 ethylfumarsiure entsteht. Bernsteinsiure wurde damals im Harn 
micht aufgefunden. Bei allen Versuchen mit alkylierten Bern- 
isteinsiiuren wurde im Harn nach dehydrierten Siuren gefahndet, 
ebenso bei der von uns verfiitterten Methylglutarsiure, aber ohne 
4 rfolz. Ob bei einem Abbau der Bernsteinsiure mit lingerer 
Seitenkette als Methyl- die Dehydrierung nicht mehr méglich ist, 
eil die Succinodehydrogenase dann gehemmt ist und deshalb 
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Verfiittert Un 
Dicarbonsiure Hund on . ; nas, 
resamt | g/Tag | /kg/Tag |-~ 
in g in g B/K8/ 428 in 
Dimethylmalonsiure . g 4 4 | 0,23 1 
n-Dibutylmalonsiure . R 4 4 | 0,23 4 
n-Butymalonsiiure . ‘i 10 10 0,57 j 
[d, 1-Methylbernsteinsiiure '°)] L 20 10 0,62 . 
d, l-Athylbernsteinsiure ci 200 | 10 0,60 ) 
d,l-n-Propylbernsteinsiiure . x 14 | 7 0,38 1() 
d, l-n-Butylbernsteinsiure . T 14 7 0,395 

% iy 7 7 0,37 

d, l-n-Hexylbernsteinsiiure ‘i 4 2 0,11 ( 
d, l-e-Methylglutarsiure T 20 10 0,57 10 
T (Kartoffelnahrung, eine Woche; 
r ile _ (Kartoffelnahrung, 3 Monate | 
histeaciiementiiaiaanaadideidis ' (Kartoffelnahrung, 3 Wochen | 
A (Kartoffelnahrung, nie vorher 








entscheiden. Es besteht keinerlei Anhalt dafiir, daB die Alky!- 
bernsteinsiiuren decarboxyliert werden und der Abbau dann wie 
bei einer normalen Monocarbonsiiure iiber die 8-Oxydation verliut. 

Wir stellten zur Frage der Bernsteinsiiureausscheidung nocl 
einige weitere Versuche an. Kine Woche nach dem letzten Ver- 
suche mit alkylierter Bernsteinsiure fitterten wir Hund ,,T* nw 
mit Kartoffeln; in dem dabei erhaltenen Harn war Bernsteinsiur: 
vorhanden und wir konnten sie isolieren. Etwa 3 Monate spiiter 
wiederholten wir am gleichen Hunde die Kartoffelfiitterung; w 
fanden wiederum Bernsteinsiiure im Harn. ZusammengefaBt ergibt 
sich folgendes: An Hund ,,I“ waren alkylierte Bernsteinsiure 
verfiittert worden; wiihrend der Versuche, eine Woche nach dew 
letzten Versuch und auch 3 Monate darnach hatte Hund ,,1* eite 
Succinurie. Anders verhielt sich Hund ,,R“ Er bekam nur eit- 
mal Butylbernsteinsiure gefiittert; er wies wihrend des Versuch 
eine Succinurie auf, 3 Wochen spiiter aber schon nicht mel 
Hund ,A“, dem niemals alkylierte Bernsteinsiuren verabreichi 
worden waren, zeigte auch keine Succinurie. Es ware also méglicl. 
daB8 alkylierte Bernsteinsiiuren zu Succinurie fiihren; wir erkliret 
unsere Versuchsergebnisse mit einer mangelnden Succinodehydne: 
rung. Ob eine Succinurie auch bei gewéhnlicher Kost bei Hundet 
und ob sie vor allem nach Verfiitterung verschiedener andere! 


Substanzen auch auftritt, wire Gegenstand weiterer Untersuchung) & 
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Toleranz 
Abbauprodukte 
Fin °/o g/kg/Tag ee 
145,57 0,13 _ ‘ slat 
ay 0.10 | Nicht auf Bernsteinsiure- 
Oo ) re e 
% : ausscheidung untersucht 
55 22 0,26 fa _ 8 
43,8 0,35 1,2°/, Methylfumarsiure -— 
62,4 0,23 -- 5 mg Bernsteinsiure 
76,1 0,09 einige mg__s,, 
52,13 0,19 125 mg * 
75,39 0,09 36,6 mg 
14,79 0,09 55,9 mg 
52,46 0,27 
67,8 mg Bernsteinsiure 
a ee ee 40 mg as 
ie VOROREE) 4. 6 ss ee . 
te Bernsteinsiiure bekommen) . 


' Es wurde oben schon darauf hingewiesen, daB nach Malonsaure- 
' gaben im,Harn Bernsteinsiure ausgeschieden wird. Unsere Ver- 
' suche mit alkylierten Malonsiuren lagen etwa ein halbes Jahr 
' vor den Versuchen mit alkylierten Bernsteinsiuren. Es waren 
' die gleichen Hunde zu diesen Versuchen herangezogen worden. 
| Man wird diese zeitlich soweit zuriickliegende Fiitterung mit Malon- 
_ siuren nicht als Ursache der spateren Succinurie werten kénnen. 
_ Dawir bei unseren friiheren Aufarbeitungen der Harne die Oxalsiure 


nicht geschont und sie wahrscheinlich zerstért haben, kénnen wir 


_ iiber ihre Bedeutung bei unseren Versuchen nichts aussagen. 


Versuchsteil 


Dimethylmalonsiure war ein kéufliches Priiparat und nach 
Schmelzpunkt und Analyse rein. 

n-Butylmalonsiure war ebenfalls im Handel bezogen worden. Sie 
enthielt zu etwa 5°/, n-Dibutylmalonsiure. Durch ihre verschiedenen Lés- 
lichkeiten im Wasser lieBen sich beide leicht voneinander trennen und rein 
darstellen. 

n-Dibutylmalonsiure wurde, wie angegeben, von der kiiuflichen 
Butylmalonsiure abgetrennt. 

dl-Athylbernsteinsiure wurde iiber n-Butan-c, a, 6-tricarbonsiiure- 
triithylester mit 60°/, d. Th. Ausbeute analysenrein dargestellt [G. Polko, 
Liebigs Ann. 242, 114 (1887)]. Schmelzp. 99—100°. 

Fiir C,H,,0, (146,1) Ber. C 49,29 H 6,90 
Gef. ,, 49,37, 49,50 » 6,75, 6,81. 
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d,l-n-Propylbernsteinsiure wurde iiber den Triester der n-Pep. 
tan-a,6,8-tricarbonsiure nach H. Scheibler und M. Schmidt [Ber. chen, 
Ges. 54, 1521 (1921)] unter Benutzung von n-Butanol [mach W. Bley. 
berg und H. Ulrich, Ber. chem. Ges. 64, 2508 (1931)] mit 39°, d. Th, 
Ausbeute gewonnen. Schmelzp. 92—93°. 


Fiir C,H,,0, (160,1) Ber. Aquiv.-Gew. 80,05 Gef. Aquiv.-Gew. 80,01, 


d,l-n-Butylbernsteinsiure dargestellt nach R. Adams und 
R. M. Kamm (Organische Synthesen. Vieweg & Sohn, Braunschweig 1937, 
S. 243), sowie Scheibler und Rettig (Ber. chem. Ges. 59, 1195 (1926), 
Ausbeute 49 °/, d. Th.; Schmelzp. 82—83°. 


Fir O,H,,0, (174,1) Ber. Adquiv.-Gew. 87,06 Gef. Aquiv.-Gew. 87,57 


d,l-n-Hexylbernsteinsiure analog mit 12°/, Ausbeute analysen. 
rein. Schmelzp. 86—87°. 


Fiir C,,H,,0, (202,1) Ber. Aquiv-Gew. 101,05 Gef. Aquiv.-Gew. 101,40, 


d,l-«#-Methyl-glutarsiure nach K. Krekeler [Ber. chem. Ges. 19, 
3269 (1886)]. Schmelzp. 77°. 


Fiir C,H,,0, (1461) Ber. © 49,29 H 6,90 
Gef. ,, 49,05, 49,20 _,, 6,81, 7,00. 


Fiitterungsversuche. Die angefiihrten Dicarbonsiuren wurden nit 
Natriumbikarbonat neutralisiert, das Salz in Wasser gelést und ins Futter 
gemischt. Das tigliche Futter der Hunde bestand bei den Versuchen mit 

n-Butylmalonsiiure, n-Dibutylmalonsiiure und Butylbernsteinsiure aus 300 ¢ 
gehacktem Pferdefleisch, bei den anderen Versuchen aus 400 g geschiilten 
gekochten Kartoffeln, mit 5 g Liebig’s Fleischextrakt. Einen Tag vor dem 
eigentlichen Versuch und einen Tag danach hungerten die Tiere. 


Dimethylmalonsiure: Hund R, &, 15,7 kg, erhielt an einem Tage 
4g Siiure. Die Harnmenge der folgenden 24 Stunden, 560 ccm, wurde auf 
dem Wasserbad auf etwa 300 ccm eingeengt, mit HCl kongosauer gemacht 
und 5 mal mit je 400 cem Ather ausgeschiittelt. Aus dem Atherauszug 
konnten 2,59 g RiickstandI (roh) gewonnen werden. Der nach dem Aus- 
schiitteln verbliebene Harn wurde mit Ather im Extraktionsapparat er. 
schépfend ausgezogen: 0,51 g Atherriickstand II (roh). Die Reinigung dieser 
Rohprodukte erfolgte durch wiederholtes Lésen der Séure in Essigester 
und Ausfillen mit Petrolither. Nach dem Lésen in Essigester wurde mit 
Tierkohle entfirbt. Die gereinigten Fraktionen hatten einen Schmelzpunkt 
von 188°, 188°, 187—188°, zusammen ergaben sie 1,6369 g Dimethyl- 
malonsiure. 

Fir C,H,O, Ber. © 45,43 H 6,11 
Gef. ,, 45,53, 45,56 » 6,07, 5,96. 


Aus den Mutterlaugen lieBen sich noch 0,1862 g Dimethylmalonsiure 
gewinnen, eine Fraktion vom Schmelzp. 188,5°, Mischschmelzpunkt mit 
Dimethylmalonsiure vom Schmelzp. 189°: 188,5°, eine andere vom Schmelz- 
punkt 183—188°, Mischschmelzpunkt mit Dimethylmalonsiure 186—188". 
Die letzte Fraktion enthielt vermutlich noch ein wenig Hippursiure. Ins 
gesamt wurden im Harn gefunden: 1,823g Dimethylmalonsiure = 45,57°), 
der verfiitterten Sidure. 
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n-Dibutylmalonsiure. Hund R, ¢@, 17,5 kg, erhielt an einem Tage 


/4g Siure. Harnmenge mit vielem Spiilwasser 4550 cem. Die Aufarbeitung 
‘erfolgte wie oben angegeben. Gewicht der Atherriickstiinde I und II: 
3,123 g (roh). Dieses Rohprodukt wurde in wenig Alkohol gelést und bis 
‘gut Triibung mit Wasser versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen im LEis- 
' schrank fiel rohe Dibutylmalonsiiure aus, 2,36 g aus Atherriickstand I, 0,0741 g 
aus Atherriickstand II. Beide Anteile wurden vereinigt, in wenig Alkoho} 
gelost und mit Tierkohle entfirbt. Durch Ausfillen mit Wasser gewann 
' man die Hauptmenge zuriick, 1,9367 g vom Schmelzp. 162°, Mischschmelz- 
| punkt mit Dibutylmalonsiure vom Schmelzp. 162—163°: 161—162°. 


Fir C,,H,.0, Ber. C 61,06 H 9,33 Gef. C 60,95 H 9,49. 
An weiteren Fraktionen wurden erhalten: 0,2673 g vom Schmelzp. 161°. 
Gef. C 61,13 H 9,47. 


Ferner noch 0,0169 g vom Schmelzp. 162°. 
Aus den Mutterlaugen und restlichen braunen Schmieren war keine 


‘reine Substanz mehr zu isolieren. Die Ausbeute an reiner n-Dibutylmalon- 
'siure betrug also 2,2209 g = 55,5°/, der verfiitterten Menge. 


n-Butylmalonsiure. Hund T, &, 17,9kg, erhielt an einem Tage 


0g Siiure. Harnmenge 1900 cem. Gewicht des Atherriickstandes I: 7,71 g, 
' des Atherriickstandes II: 0,3 g. Das Rohprodukt A.R.I ergab nach wieder- 
-holtem Umkrystallisieren aus Benzol 5,5072 g n-Butylmalonsiure vom 
Schmelzp. 98—100°. Aus den Mutterlaugen fielen noch 0,034 g vom Schmelz- 
-punkt 96—98° an. Der Mischschmelzpunkt der vereinigten Fraktionen mit 
' u-Butylmalonsiure vom Schmelzp. 100,5—101,5° ergab 99,5—100,5°. 


Fiir C,H,,0, Ber. C 52,47 H 7,56 
Gef. ,, 52,57, 52,52 9 Gat» tAls 


Der Atherriickstand II ergab keine krystallisierte Substanz. ae dem 


Harn wurden also, erhalten 5,5219g reine Butylmalonsiure = 55,22°/, der 
| verfiitterten Menge. 


Bei den Versuchen mit alkylierten Bernsteinsiiuren wandten wir eine 


bereits friiher von uns beschriebene Methode zur Aufarbeitung der Harne 
'an”), Wir iiberzeugten uns durch Modellversuche, daB dabei die alkylierten 
_ Bernsteinsiiuren nicht zerstért werden. 


d,l-Athylbernsteinsiure. Hund T, &, 16,52 kg, erhielt in 2 Tagen 


20g Siure, je Tag 10g. Harnmenge (Versuchstage + Nachtag): 1700 cem. 
| Proben auf Aceton und Ketosiuren waren negativ. Gewicht des gereinigten 
: Atherriickstandes I: 12 23 g, des Atherriickstandes II: 0,38 g, und des Ather- 
“tickstandes aus dem Wasserdampfdestillat 0,96 g. A.R. I wurde in Essig- 
_¢ster gelést, mit Tierkohle entfirbt und mit Petrolither fraktioniert gefilit. 


Alle Fraktionen hatten Schmelzpunkte, die dem der Athylbernsteinsiiure 


q eatsprachen. Fraktionierungen aus Chloroform und Benzol lieBen ebensowenig 
/ eine andere Substanz (es wurde auf Athylfumarsiiure geachtet) herausfinden. 
| Nach der Fraktionierung mit Essigester + Petrolither wurden zusammen 
12,107 g Athylbernsteinsiiure erhalten, Schmelzp.: 97—99°, 101—101,5°, 
 97—98°, 92—94°, Analyse der verschiedenen Fraktionen: 


Fir C,H,,0, Ber, C 49,29 H 6,90 


Gef, ,, 49,27, 49,56, 49,48, 49,37 ,, 6,66, 6,47, 6,82, 6,70. 
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Aus dem Atherriickstand des W asserdampfdestillates (Siuren) konntey 
neben Benzoesiiure noch 0,3754 g Athylbernsteinsiiure vom Schmely. 
punkt 98—99° erhalten werden. 


Gef. C 49,57 H 6,67. 


Aus A.R. II gewann man nur noch wenige Milligramm Athylbernstein. 
siiure, daneben aber etwa 5mg Bernsteinsiure. Die gesamte Ausbeute ay 
d,1-Athylbernsteinsiure betrug 12,4824 g = 62,4°/, der verfiitterten Siiure. 


d,l-n- Propylbernsteinsiéure. Hund T, &, 18,65 kg, erhielt ip 
2 Tagen 14g Siure, je Tag 7g. Harnmenge in 3 Tagen 1250 cem. Gewicht 
des Atherriickstandes I: 12,03 g, des Atherriickstandes II: 0,15 g, des Ather. 
riickstandes aus dem Wasserdampfdestillat: 0,67 g. Nach Umkrystallisieren 
aus Benzol, Reinigen mit Tierkohle und weiterem Krystallisieren der sige 
laugen wurden aus A.R.I und A.R.IL (A.R.IL lieferte nur 18,4 mg) z 
sammen erhalten: 10,5034 g Propylbernsteinsiiure vom Schmelzp. 91°. De 
Mischschmelzpunkt mit Propylbernsteinsiiure vom Schmelzp. 92—93° ergal 
92—93°,. Aus dem Atherauszug des Wasserdampfdestillates konnten neber 
Benzoesiure 0,1494 g ‘Propylbernsteinsiiure vom Schmelzp. 92—92,5° ab- 
getrennt werden, Mischschmelzpunkt mit Propylbernsteinsiiure 92—92,5', 


5,652 mg Subst.: 10,880 mg CO,, 3,820 mg H,0O. 
Fiir C,H,,0, Ber. C 52,47 H 7,56 Gef. C 52,49 4H 7,51. 
Aquivalentgewicht: berechnet 80,05, gefunden: 79,8, 79,9. 
' Es gelang, aus den Mutterlaugen und schmierigen Resten einige Milli: 
gramm Bernsteinsiiure vom Schmelzp. 180—182° abzutrennen. Die gesamte 


Ausbeute an d,1-n-Propylbernsteinsiiure betrug 10,66 g = 76,1°/, der ver 
fiitterten Siiure. 


d,l-n- Butylbernsteinsiure. a) Hund T, &, 17,7 kg, erhielt n® 


2 Tagen 14g Siiure, je Tag 7g zu je 300g gehacktem Pferdefleisch. Harn- 
menge der Versuchstage und des darauffolgenden Tages 3160 cem. 

Die vereinigten Atherriickstiinde wurden mehrmals mit Benzol au: 
gekocht und das Benzollésliche vom Unléslichen abgetrennt. Nach Trocknes 
und Abdampfen des Benzols verblieb ein Riickstand von 13,0 g. Diese 
wurde in Wasser aufgenommen, mit Tierkohle entfirbt und auf dem Wasser 
bade eingeengt. Es fielen mehrere Fraktionen an: 2,0090 g vom Schmelz 
punkt 81—82°, Mischschmelzpunkt mit Butylbernsteinsiiure 82—83°, fernet 
0,240 g vom Schmelzp. 80,5—81°, Mischschmelzp. 82—-83°. Beide Fraktione 
wurden vereint. 


4,840 mg Subst.: 9,805 mg CO,, 3,56 mg H,0. 
Fir C,H,,0, Ber. C 55,13 4H 8,11 Gef. C 55,25 H 8,17. 


Die 6élige Mutterlauge wurde mit 2n-NaOH 3'/, Stunden unter Riick 
flu8 gekocht und nach unserer iiblichen Methode weiter aufgearbeitet. Av 


dem gereinigten Atherriickstand fielen nach Umkrystallisieren aus Waste! i 


und Entfirben mit Tierkohle an: 4,91 g vom Sehmelzp. 81,5—83°, Misch: 


schmelzpunkt mit Butylbernsteinsiiure 82—82,5°, ferner 0,0903 g vom Sehmel: 
punkt 81°, Mischschmelzp. 82—82,5. Aus dem Wasserdqmpfdestillat konnte! & 
noch 0,005 g Butylbernsteinsiiure vom Schmelzp. 79°, Mischschmelzpunk & 
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mit Butylbernsteinsiiure 80,5—81,5° erhalten werden. Die letzteren Frak- 
' tionen wurden vereint analysiert. 


5,250 mg Subst.: 10,64 mg CO,, 3,850 mg H,0. 
Fir C,H,,0, Ber. C 55,13 H 8,11 Gef. C 55,28 H 8,14 


Aus den in Benzol unldéslichen Riickstiinden stellten wir das Barium- 


' salz dar und zogen dieses heiB 3 mal mit absolutem Alkohol aus. Aus dem 
- jn Alkohol unléslichen Bariumsalz konnten nach Zerlegen mit verdiinnter HCl 
| und erschépfender Extraktion mit Ather aus dessen Riickstand Krystalle in 
' etwas dliger Schmiere erhalten werden. Nach Umkrystallisieren dieses Riick- 

' standes aus Essigester erhielten wir 64,9 mg vom Schmelzp. 183,5—184°, 
' Mischschmelzpunkt mit Bernsteinsiiure 184,5—185°, 35,5 mg vom Schmelz- 
| punkt 183°, Mischschmelzp. 183,5—184°, und 25mg vom Schmelzp. 184—185°, 
| Mischschmelzp. 184—185°. Zur Analyse wurden die drei Fraktionen vereinigt. 


4,573 mg Subst.: 6,860 mg CO,, 2,10 mg H,0. 
Fiir C,H,O, Ber. C 40,66 H 5,12 Gef. C 40,90 H 5,10. 


Die Fichtenspanreaktion nach Neuberg, Fiillung mit FeCl, und die 


Probe mit Resorcin waren wie fiir Bernsteinsiiure positiv. 


Aus dem in Alkohol léslichen Bariumsalz wurde Hippursiiure gewonnen 


' und nach den Proben von Liicke und Haas nachgewiesen. Schmelz- 
| punkt 187—188°, Mischschmelzpunkt mit Hippursiure 188°, Die gesamte 
| Ausbeute betrug 7,2993 g d,1l-n-Butylbernsteinsiure = 52,13°/, der ver- 
| fiitterten Menge und 125,8 mg Bernsteinsiiure. 


b) Hund R, &, 18,7 kg, erhielt an einem Tage 7 g Butylbernsteinsiure. 
Harnmenge des Versuchstages und des nachfolgenden Tages 1200 cem. 

Die Aufarbeitung erfolgte wie beim vorhergehenden Versuch. Aus 
dem in Benzol léslichen Riickstand konnten gewonnen werden: 1,651g vom 


_ Schmelzp.81—83°, Mischschmelzpunkt mit Butylbernsteinsiiure 81—83°. Nach 


Aufarbeitung der Mutterlaugen kounten dabei gewonnen werden: 3,305 ¢g 


vom Schmelzp.82—83°, Mischsechmelzpunkt mit Butylbernsteinsiiure: 82—83°. 


Beide Fraktionen wurden vereinigt und analysiert. 
5,301 mg Subst.: 10,72 mg CO,, 3,83 mg H,0O. 
Fiir C,H, ,0, Ber. C 55,13 H 8,11 Gef. C 55,15 H 8,03. 


Weitere Fraktionen: 0,3010 g vom Schmelzp. 80,5—83°, aus dem 
Wasserdampfdestillat 0,020g vom Schmelzp. 82° Zur Analyse wurde 


vereinigt. eer 
‘ Gef. C 55,07 H 8,10. 


Aus dem benzolunléslichen Anteil erhielten wir 26,60 mg Bernstein- 
siure yom Schmelzp. 181°, Mischschmelzpunkt mit Bernsteinsiiure 184°, 
und 10mg vom Schmelzp. 180°. Die vereinigten Fraktionen ergaben beim 
Mischschmelzpunkt mit Hippursiure eine Depression. 

5,007 mg Subst.: 7,440 mg CO,, 2,280 mg H,0, 0,020 mg Riickst. 

Fir C,H,O, Ber. C 40,66 H 5,12 Gef. C 40,70 H 5,12. 

In dem in Alkohol léslichen Bariumsalz konnte Hippursiiure nach- 
gewlesen werden. 
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Die gesamte Ausbeute betrug 5,774 g d,1-Butylbernsteinsiure = 75,399), 
der verfiitterten Menge und 36,6 mg Bernsteinsiure. 


d,l-n-Hexylbernsteinséiure. Hund T, #, 17,6 kg, erhielt zunichg; 
7 g Siure. Diese Menge wurde nicht vertragen, nach etwa 4—5 Stunden 
hatte der Hund alles wieder erbrochen. Kleinere Siuremengen, in 2 Tagen 
4g, je Tag 2g, wurden vertragen. Harnmenge in 3 Tagen 1800 cem. Das 
Gewicht des Atherriickstandes I betrug 1,181 g, das des Atherriickstandes J] 
1,01 g, das des Atherriickstandes aus dem Wasserdampfdestillat 0,28 g, 
Daraus wurden nach Krystallisieren aus Wasser in zusammen 5 Fraktionen 
0,5914 g Hexylbernsteinsiure zuriickgewonnen. Nach nochmaligem Un- 
krystallisieren aus Wasser erhielt man 0,4798g vom Schmelzp. 85—86» 
Mischschmelzpunkt mit Hexylbernsteinsiiure vom Schmelzp. 86—87° ergab 
85—87°. Eine weitere Fraktion lieferte 0,0616 g vom Schmelzp. 83°, Miseh- 
schmelzp. 883—85° Beide Fraktionen wurden vereinigt. 


4,813 mg Subst.: 10,495 mg CO,, 3,890 mg H,0. 
Fiir C,.H,,0, Ber. C 59,36 H 8,98 Gef. C 59,47 H 8,98, 
Aquivalentgewicht: berechnet 101,07, gefundea 101,12. 


Aus den Mutterlaugen, insbesondere aus Atherriickstand II, konnten 
in 3 Fraktionen 55,9mg Bernsteinsiure isoliert werden. Schmelzp. 183°, 
Mischschmelzpunkt mit Bernsteinsiure 183,5—184,5° Die Proben und 
Farbreaktionen auf Bernsteinsiure waren positiv. 


5,212 mg Subst.: 7,785 mg CO,, 2,350 mg H,0. 
Fiir C,H,O, Ber. C 40,66 H 5,12 Gef. C 40,72 H 5,01. 


Es wurden im Harn gefunden 0,5914g d,l-n-Hexylbernsteinsiure = 
14,79°/, der verfiitterten Menge und 55,8 mg Bernsteinsiure. 
o«-Methylglutarsiure. Hund T, #, 17,7 kg, erhielt in 2 Tagen 20¢ 
d,l-c-Methylglutarsiiure, je Tag 10g. Harnmenge in 3Tagen 3000 cem. 
Proben anf Aceton und mit Carbonylreagens auf Ketone und Ketosiuren 
waren negativ. Gewicht des Atherriickstandes I: 11,32 g, des Atherriick- 
standes II: 1,79g Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Benzol und 
Reinigen iiber Tierkohle erhielt man folgende Fraktionen: Hauptmenge vom 
Schmelzp. 76,5—77,5°, Mischschmelzpunkt mit o«-Methylglutarsiure 76,5 bis 
77,5°, und vom Schmelzp. 74—76°, Mischschmelzp. 74—76,5°. Gewicht 
zusammen 9,578 g. Die schmierigen braunen Reste wurden nochmals unter 
Riickflu8 mit NaOH gekocht und nach Ansiiuern der Wasserdampfdestillation 
unterworfen. Mit Ather wurden aus dem wiibrigen Riickstand der De- 
stillation (nach Umkrystallisieren aus Benzol) noch 0,0849 g a-Methylglutar- 
siure vom Schmelzp. 72,5—74°, Mischschmelzpunkt mit o-Methylglutarsiiure 
74—76,6° erhalten. Atherriickstand II lieferte nach Entfirben mit Tierkohle 
und Umkrystallisieren aus Benzol 0,830g vom Schmelzp. 74—75° Zur 
Analyse wurden die Fraktionen vereinigt. 


4,975 mg Subst.: 9,050 mg CO,, 3,070 mg H,O. 
Fiir C,H,,0, Ber. C 49,29 H 6,90 Gef. C 49,61 H 6,86. 
Agquivalentgewicht: berechnet 73,04, gefunden 73,2. 


Die Ausbeute an a-Methylglutarsiure betrug 10,493 g = 52,6°/, der 
verfiitterten Menge. 
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Prifung weiterer Hundeharne auf Bernsteinsiure 
1. Hund T, &, 17,7 kg, erhielt an 3 Tagen je Tag 400 g gekochte Kartoffeln 


' und 5g Liebig’s Fleischextrakt. Harnmenge der 3 Versuchstage 3260 eem. 

| Der Harn wurde wie iblich aufgearbeitet. Der nach der Reinigung er- 
| haltene gesamte Atherriickstand wurde mit Essigester erwirmt, wobei das 
| in Essigester Unlésliche vom Schwerléslichen getrennt wurde. Aus der in 
' Essigester schwer léslichen Fraktion erhielten wir wenig élige Schmiere, in 


der sich nach lingerem Stehen einzelne Krystalle bildeten. Diese waren 
aber fiir eine weitere Untersuchung zu wenig. Nach lingerem Stehen im 


' Fisschrank fielen aus der in Essigester leichter léslichen Fraktion Krystalle 
'gusammen mit dliger Schmiere aus, die durch Ausstreichen auf Ton ab- 

getrennt werden konnten. Sie hatten eine braune Farbe, wogen 104,8 mg 
' und gaben einen Schmelzpunkt von 164°. Sie wurden sorgfiltig mehrmals 
' aus Essigester umkrystallisiert und mit Tierkohle entfirbt. Es fielen an: 
| 59,8 mg Bernsteinsiure vom Schmelzp. 184°, Mischschmelzpunkt mit Bernstein- 
siure 184°, 50mg vom Schmelzp. 183°, Mischschmelzpunkt mit Bernstein- 
_ siure 183° und 3 mg ebenfalls vom Schmelzp. 183°. Diese Fraktionen wurden 
- yereinigt, sie ergaben die fiir Bernsteinsiure typischen Farbreaktionen. 


Fir C,H,O, Ber. C 40,66 H 5,12 
Gef. ,, 41,09, 40,92 , D,17, 5,02. 


Die Mutterlauge wurde den Tonscherben mit Essigester entzogen; es 


blieb nach Abdampfen des Lésungsmittels ein braunes Ol zuriick, das keine 
| krystallisierte Substanz mehr ergab. 


2. Hund T, #, 17 kg, erhielt 3 Monate nach den Versuchen mit 


_ alkylierten Bernsteinsiiuren 3 Tage nur Kartoffeln gefiittert. Aus dem da- 
> bei gewonnenen Harn konnten 40 mg Bernsteinsiure isoliert werden. Nach 
| Umkrystallieren aus Essigester conan 180,5—181°. Mischschmelzpunkt 
| mit Bernsteinsiure vom Schmelzp. 183,5° war 181°. Die Proben mit Resorcin 
| und die Fichtenspanreaktion nach Neuberg fielen positiv aus. 


3. Hund R, #, 18kg, hatte am 1. 7. 7g Butylbernsteinsiure erhalten. 


Vom 22.7. an erhielt er wihrend 5 Tagen je 400g Kartoffeln und 5¢ 


Liebig’s Fleischextrakt. Harnmenge der Versuchstage: 5560 ccm. Aus dem 


| Harn, der dieses Mal nicht alkalisch zerkocht und bei kongosaurer Reaktion 
| wasserdampfdestilliert worden war, konnte keine Bernsteinsiiure isoliert 
| werden; dagegen wurden 0,312 g Oxalsiiure vom Schmelzp. 98—99°, Misch- 
schmelzpunkt (mit Oxalsiiure vom Schmelzp. 101°): 97—98° erhalten. Als 
| Calciumoxalat gefillt und im Vakuum bei 100° getrocknet: 


Ber. 81,77 °/, Gef. 81,54 °/, C,H,O, (manganometrisch). 
Bei dieser Aufarbeitung wurde also nicht wie bei den meisten unserer 


friheren Versuche alkalisch gekocht und bei saurer Reaktion wasserdampf- 
destilliert. 


4. Hund A, &, 17 kg, der bisher nie alkylierte Bernsteinsiuren er- 


halten hatte, wurde fiir uns im physiologisch-chemischen Institut Freiburg i. Br. 
' in dankenswerter Weise nur mit Kartoffeln gefiittert, in 21 Tagen mit 
| 16‘,kg. Harnmenge insgesamt 12000 cem. Bei der Aufarbeitung, die wie 
. beim vorhergehenden Versuche erfolgte, erhielten wir ebenfalls keine Bern- 


steinsiiure, wohl aber 240,9 mg Calciumoxalat. 
Anmerkung: Zur Isolierung der Bernsteinsiiure haben wir ver- 
schiedene Verfahren angewandt. Am geeignetsten erscheint uns das im 
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ersten Versuch S. 239 angefiihrte, wobei der Atherextrakt alkalisch gekocht 
und dann nach Ansiuern Wasserdampf durchgeblasen wird. SchlieBlich 
wird aus Essigester oder Essigester + Petrolither umkrystallisiert. Daj 
dabei die Bernsteinsiiure nicht erst entsteht, geht aus dem Versuche mit 
Butylbernsteinsiiure, Hund ,,T“‘ hervor, wo wir die Bernsteinsiure aus dem 
in Benzol unléslichen Anteil des ersten Atherauszuges gewinnen konnten, 
Aber auch die Abtrennung der Bernsteinsiure iiber ihr in Alkohol unlés. 
liches Bariumsalz fiihrt zum Ziele. 


Zusammenfassung 


1. In Stoffwechselversuchen an Hunden erwiesen sich alkylierte 
Malonsiuren, Bernsteinsaiuren und Glutarsiuren als weitaus schwerer 
verbrennlich als die normalen Dicarbonsiuren gleicher C-Zahl. 

2. Als Dinatriumsalze verfiitterte Dimethyl-, Di-n-butyl- und 
n-Butylmalonsiure wurden zu einem groBen Teil unverindert im 
Harn wieder ausgeschieden. Von in gleicher Weise verfiitterten 
d,l-Athyl-, n-Propyl-, n-Butyl- und n-Hexylbernsteinsiiuren fand sich 
ebenfalls ein groBer Teil im Harn unverbrannt und optisch inaktiv 
wieder. Ahnlich verhielt sich auch die @-Methylglutarsiure. Es 
ergab sich aus den Versuchen, da8 mit zunehmender Linge der 
Seitenketten die Verbrennlichkeit zunichst zunahm, dann aber 
gleich blieb bzw. wenig abnahm. Vermutlich gilt fiir die alkylierten 
niederen Dicarbonsiiuren das gleiche Abbauprinzip, nach welchem 
auch die hdheren Dicarbonsiuren abgebaut werden und _ nach 
welchem mit ansteigenden Molekulargewichten (von der Adipin- 
siure an aufwiarts) die Verbrennlichkeit wieder gréSer wird. 

3. In den Harnen, die aus den Versuchen mit Alkylbernstein- 
siuren stammten, wurde regelmifig Bernsteinsiure gefunden. 
Méglicherweise hemmen die Alkylbernsteinsiuren (auBer Methyl. 

-bernsteinsiure), ihnlich wie es von der Malonsiure bekannt ist, 
die Wirkung der Succinodehydrogenase. Unmittelbare Abbav- 
produkte, z.B. entsprechende ungesittigte Dicarbonsiuren, wurden 
nicht angetroffen. 

4, InVergleichsversuchen wurde nachgewiesen, daB bei alleiniger 
Kartoffelfiitterung Hunde keine Bernsteinsiure ausscheiden. Nur 
Hund ,,T“, der 6fters mit alkylierten Bernsteinsiuren gefiittert 
worden war, hatte noch nach 3 Monaten eine Succinurie. 
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